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La viroterapia oncolítica es un tratamiento emergente basado en el uso de 
virus replicativos que de manera selectiva infectan células tumorales y 
provocan su muerte. Hasta la fecha, se han producido grandes avances en 
dotar a los virus de selectividad tumoral. Sin embargo, el principal desafío 
actual es potenciar la eficacia de este abordaje a fin de poder 
implementarlo en la práctica clínica habitual.  
Una de las estrategias más prometedoras para dotar de mayor potencia 
antitumoral a los virus oncolíticos, pasa por incorporar genes terapéuticos 
en el genoma viral, a fin de que se expresen en el microambiente tumoral 
y aporten beneficios adicionales a la oncolisis. No obstante, se ha 
observado que, en ocasiones, la expresión de una proteína terapéutica 
puede afectar negativamente al fitness viral, haciendo que la capacidad 
replicativa del virus disminuya de manera considerable.  
Estudios previos indican que el adenovirus utiliza la desviación en su uso 
de codones como mecanismo para optimizar el reparto de los recursos 
traduccionales de la célula. En base a este hecho, hemos hipotetizado que 
la expresión de transgenes terapéuticos podría afectar al equilibrio en el 
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uso de codones del genoma adenoviral, y conducir a un fenómeno de 
competición intergénica por dichos recursos. 
A fin de determinar el impacto del uso de codones de los transgenes 
armados en el genoma adenoviral, hemos estudiado cómo un mismo 
transgén con distintos patrones de uso de codones afecta a la expresión de 
las proteínas virales y a la producción de nuevos viriones. Nuestros datos 
sugieren que los transgenes, cuando se expresan en la fase tardía pos-
infección, compiten con los genes virales por los recursos traduccionales, 
afectando el fitness viral de manera dependiente al uso de codones. 
Transgenes altamente optimizados, secuestrarían los recursos 
traduccionales de la célula en detrimento de los genes virales, conduciendo 
así a una replicación viral deficiente. No obstante, hemos demostrado que 
es posible rescatar la actividad viral mediante la modulación del grado de 
optimización de los transgenes.  
Estos resultados se han evidenciado en adenovirus armados con genes 
codificantes para la proteína reportera verde fluorescente o GFP, así 
como con dos transgenes terapéuticos, la enzima hialuronidasa (que 
degrada la matriz celular y reduce la desmoplasia tumoral) y la enzima 
LmPDT (que cataliza la conversión de prodrogas en bases púricas 
citotóxicas). 
En conjunto, concluimos que adaptar el uso de codones de los transgenes 
armados en el genoma adenoviral es un parámetro crítico que debería 
considerarse en el diseño de adenovirus oncolíticos armados a fin 








1.1.  Cáncer 
El término cáncer engloba un conjunto amplio de enfermedades (más de 
200) con un denominador común: células anómalas con procesos de 
división, crecimiento y diseminación incontrolados [1].  
1.1.1. Historia y cifras actuales 
Actualmente, el cáncer constituye una de las principales causas de morbi-
mortalidad [2]. Sin embargo, el cáncer no es una enfermedad de aparición 
moderna, de hecho el primer caso documentado corresponde a una mujer 
afectada por leucemia que vivió hace cerca de 7000 años [3]. Asimismo, la 
presencia de tumores en esqueletos momificados o documentos como el 
papiro de Edwin (1600 a.C), con referencias a lesiones de tipo neoplásico, 
sitúan la enfermedad en la época de la civilización egipcia. No obstante, 
cabe decir que no fue hasta mucho después cuando Hipócrates (460 a.C – 
370 a.C)  empleó por primera vez en término “karkinos” para referirse a la 




En la actualidad, el cáncer es un problema de salud a nivel mundial. El 
pasado año 2018 se diagnosticaron más de 18 millones de nuevos casos y 
se produjeron más de 9 millones y medio de muertes por cáncer. Además, 
se pronostica que el diagnostico de nuevos casos seguirá en aumento, 
estimándose una incidencia de cerca de 30 millones para el año 2040 [5]. 
A nivel español, en el año 2018 se diagnosticaron más de 270.000 nuevos 
casos y se registraron más de 113.000 muertes relacionadas, siendo así el 
cáncer la segunda causa de muerte en España, por detrás de las 
enfermedades cardiovasculares[5], [6], [7]. 
Pese a las alarmantes cifras registradas, cabe mencionar que, de forma 
general, la mortalidad asociada al cáncer ha experimentado un fuerte 
descenso en las últimas décadas. Esta tendencia refleja el efecto positivo 
de las campañas de prevención, de los procedimientos de diagnóstico 
precoz así como de los importantes avances terapéuticos [6].  
1.1.2. Cáncer de páncreas  
Entre los datos epidemiológicos para los distintos tipos de cáncer destaca 
el caso del cáncer de páncreas, en tanto que sus cifras de incidencia y 
mortalidad son prácticamente idénticas [5], [8]. Esto supone que pese a 
ocupar el duodécimo puesto en incidencia a nivel mundial, sube hasta la 
séptima posición cuando hablamos de mortalidad (Fig. 1.1). A nivel de los 
países occidentales, esta cifra destaca aún más si cabe, pues en Europa y 
en América del Norte los tumores de páncreas suponen la cuarta y la 
tercera causa de muerte por cáncer, respectivamente [5]. Además, se 
pronostica que en el 2030 los tumores de páncreas serán la segunda causa 




A nivel del Estado español, los tumores de páncreas ocupan la tercera 
posición en mortalidad, por detrás del cáncer de pulmón y los tumores 













































































































































































































































































































































Figura 1.1│ Datos epidemiológicos del cáncer a nivel mundial y a nivel español 
para el año 2018. Los paneles de la izquierda muestran datos de incidencia; los de la 
derecha muestran datos de mortalidad. Las barras naranjas se corresponden en todos los 
casos con las cifras estimadas para el cáncer de páncreas[5]  
 
Cabe destacar también que la mortalidad asociada a los tumores de 
páncreas ha ido en aumento durante las últimas décadas, siguiendo así una 












Evolución de las tasas de mortalidad
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Figura 1.2│ Evolución de las tasas de mortalidad por cáncer en España. Los datos 
mostrados corresponden a los años comprendido entre 1953 y 2014 [5]. 
 
1.1.2.1. Etiología y caracterización del adenocarcinoma ductal 
de páncreas 
Cuando hablamos de cáncer de páncreas, en realidad no estamos 
refiriéndonos a un único tipo de tumor, sino a todos aquellos procesos 
tumorales provocados por un crecimiento anómalo y descontrolado de las 
células de dicho órgano. Así, pueden distinguirse tumores de páncreas 
endocrinos y exocrinos en función del tipo celular implicado [10], [11]. 
Más del 90% de los tumores pancreáticos son tumores exocrinos de tipo 
adenocarcinoma ductal de páncreas (ADP). El resto de neoplasias 




tumores neuroendocrinos, tumores quísticos, carcinoma pseudopapilar y 
pancreatoblastoma [11]. 
La etiología del ADP es multifactorial y solo un porcentaje relativamente 
bajo, que oscila en torno al 10%, corresponde a casos familiares 
hereditarios. Entre los factores de riesgo más importantes se encuentra el 
tabaquismo, la obesidad, la diabetes y la pancreatitis crónica [12]. El 
cáncer de páncreas es el resultado de la evolución de lesiones pre-
neoplásicas junto con el acúmulo de mutaciones genéticas. Las lesiones 
precursoras incluyen neoplasias intraepiteliales pancreáticas (PanIN), 
neoplasias mucino-papilares intraductales (IPMN), neoplasias 
tubulopapilares intradutales (ITPN) y neoplasias mucinosas quísticas 
(MCN)[11] . Por otro lado, los primeros estudios de secuenciación del 
cáncer de páncreas revelaron mutaciones en 4 genes clave, KRAS, TP53, 
SMAD4 y CKN2A [13]. Sin embargo, los recientes avances en estudios 
genómicos a gran escala, además de validar los hallazgos previos, han 
puesto en relieve un elevado número de alteraciones genéticas asociadas al 
ADP [14]–[16]. En 2016, un estudio genómico integrado dio lugar a la 
clasificación molecular del ADP en cuatro subtipos: escamoso, progenitor 
pancreático, immunogénico y aberrantemente diferenciado endocrino-
exocrino [17], [18]. 
1.1.2.2. Pronóstico y tratamiento del adenocarcinoma ductal 
de páncreas 
La mala prognosis de ADP, con una tasa de supervivencia de un 3-9% [7], 
[8], [19], [20]  a los cinco años, está relacionada con distintos factores. Por 
un lado, destaca la dificultad diagnóstica asociada a la localización 




enfermedad y a la falta de buenos marcadores diagnósticos. Por otro lado, 
el ADP presenta una elevada capacidad metastásica, que se relaciona con 
la aparición temprana de metástasis hepáticas y pulmonares. Finalmente, 
la escasa eficacia terapéutica de los tratamientos actuales contribuye 
enormemente a la mala prognosis del ADP[11], [12].  
A día de hoy, el único tratamiento disponible considerado efectivo es la 
resección quirúrgica junto con quimioterapia adyuvante 
(gemcitabina/capecitabina). Sin embargo, sólo alrededor de un 20% del 
total de los tumores son resecables. Por otro lado, las líneas de 
tratamiento quimioterapéutico de los tumores no resecables y/o 
metastásicos se basan en el uso de gemcitabina/nAb-paclitaxel y en el 
régimen de quimioterapia combinada FOLFIRINOX (5-FU, L-
leucovorina, inrinotecán, oxiplatino). Estos tratamientos han sido 
asociados a modestas mejoras de la patología y a importantes efectos 
adversos[21]–[23].  
La resistencia quimioterapéutica de este tipo de tumores está, en gran 
medida, asociada a la presencia de células madre tumorales y al importante 
contenido estromal, que dificulta la llegada de los agentes terapéuticos a 
las células tumorales. Se calcula que el estroma supone cerca del 80% del 
volumen tumoral total [24], [25]. Éste contiene una amplia variedad celular 
que incluye fibroblastos asociados a tumor (CAFs), células inflamatorias, 
vasos sanguíneos y células nerviosas. Por otro lado, comprende un 
elevado número de componentes fibróticos como el ácido hialurónico, el 
colágeno, la laminina, y la fibronectina [25], [26]. Así, el ADP se 
caracteriza por su elevado grado de desmoplasia, proceso por el cual el 





Figura 1.3│ Resumen gráfico del ADP. 
 
Diversos estudios apuntan a que el estroma actúa también como una 
barrera contra la infiltración de linfocitos efectores [28]–[30]. Además, el 
ADP se caracteriza por presentar una alta densidad de células 
inmunosupresoras, como las células T reguladoras y las células mieloides 
(células dendríticas, macrófagos M2 y células mieloides supresoras, entre 
otras), consideradas un factor pronóstico negativo [31], [32]. Los CAFs 
activados secretan citoquinas immunosupresoras como la CXCL12 o la 
IL6, que promueven el reclutamiento de células mieloides supresoras 
mientras que inhiben el reclutamiento de células T efectoras [33]–[35]. Las 
células mieloides, mediante factores como el TGFβ [36] y la activación de 
vías del metabolismo de la arginina, previenen la infiltración linfocitaria 




una gran resistencia a la inmunoterapia como monotratamiento [34], [39]–
[42] 
La mala prognosis del ADP junto con el escenario terapéutico actual 
conllevan la ineludible necesidad de seguir estudiando aproximaciones 
terapéuticas que logren modificar el curso natural de la enfermedad. En 
este marco, en el desarrollo de la presente tesis hemos considerado la 
aplicación de la viroterapia oncolítica como potencial opción terapéutica 
para el tratamiento del ADP.  
 
1.2. Viroterapia oncolítica 
La viroterapia oncolítica se define como una estrategia terapéutica basada 
en el uso de virus replicativos capaces de infectar células tumorales, 
replicar en ellas  y provocar su muerte de manera selectiva [43] (Fig. 1.4).  
 





Esta estrategia terapéutica presenta mecanismos de acción únicos en 
comparación con los tratamientos actuales. Los virus ofrecen la atractiva 
combinación de constituir un tratamiento auto-amplificable, dirigido 
específicamente hacia las células tumorales y con capacidad de estimular la 
respuesta inmunitaria antitumoral, gracias a la liberación de neo-antígenos 
subsecuentemente a la lisis de la célula tumoral [44]–[49]. 
Los distintos ensayos clínicos conducidos hasta el momento han 
mostrado resultados altamente alentadores en términos de seguridad [50]. 
Distintos tipos de virus, dosis y vías de administración han presentado 
buenos perfiles de seguridad, demostrándose que la administración 
intravenosa de virus oncolíticos conlleva, en general, sintomatología gripal 
y aumento de los niveles de citoquinas de fácil manejo [51]–[53].  
En términos de eficacia sin embargo, los primeros estudios clínicos no 
han resultado suficientemente satisfactorios en muchos casos. Se 
requieren, por ende, mejoras en la actividad antitumoral de este abordaje, 
a fin de que pueda ser una realidad en la práctica clínica habitual. Si bien, 
parece existir un consenso amplio acerca de que una de las estrategias más 
prometedoras para dotar de mayor eficacia al tratamiento pasa por utilizar 
los virus oncolíticos como vehículos para expresar moléculas de distinta 
naturaleza en el sí del tumor. Dicho de otra forma, armar los virus 
oncolíticos con transgenes terapéuticos se presenta como una opción 
prometedora para incrementar la eficacia antitumoral, abordando la acción 
terapéutica desde dos frentes: mediante la actividad oncolítica propia del 
virus, y mediante la acción terapéutica de los transgenes [54]. La expresión 
de transgenes terapéuticos mediante virus oncolíticos facilita que la 




el microambiente tumoral a la vez que se minimizan los efectos adversos 
(Fig. 1.5.).  
Las citoquinas son uno de los genes terapéuticos más frecuentemente 
utilizados para armar virus oncolíticos, dada su capacidad de activar la 
respuesta inmunitaria antitumoral promoviendo la migración y la 
proliferación de linfocitos T en el microambiente tumoral [55], [56]. 
Asimismo, diversos estudios apuntan al potencial sinérgico de la 
utilización de virus oncolíticos armados con citoquinas y/o antígenos 
específicos, en combinación con células con CAR-T (chimeric antigen 
receptor-T cells) que reconozcan dichos antígenos [57]–[59]. En la misma 
línea, inmunomoduladora, se han propuesto virus oncolíticos armados 
con BiTEs (Bi-specific T-cell engager) en combinación o no con células CAR-
T para el tratamiento de tumores sólidos [60]–[64]. Por otro lado, distintos 
estudios han puesto en relieve el potencial terapéutico de armar virus 
oncolíticos con IBCs (immune checkpoint blockades) dirigidos contra 
moléculas como PD-L1 o CTLA-4, a menudo sobre-expresadas en las 
células tumorales para escapar del sistema inmunitario [65], [66]. Como se 
ha comentado en apartados anteriores, la matriz extracelular supone un 
elemento muy importante en algunos tipos de tumores como el ADP. 
Dicha matriz supone una barrera para los agentes terapéuticos y 
promueve la exclusión de células T y la falta de respuesta sistema 
inmunitaria contra el tumor [67], [68]. Así, otra de las estrategias que 
reviste interés consiste en armar virus oncolíticos con transgenes como la 
hialuronidasa, la decorina o la relaxina capaces de degradar la matriz 
extracelular [69]–[75]. Finalmente, cabe destacar que los sistemas suicidas 
también pueden ser implementados en la viroterapia oncolítica mediante 
la expresión de transgenes que codifiquen enzimas convertidoras de 




y convertidos en metabolitos tóxicos únicamente en aquellas células 
dónde el virus sea capaz de replicar [76]–[78] (Fig 1.5).  
 
Figura 1.5│ Principales funciones adicionales que pueden aportarse al entorno 
tumoral mediante el uso de virus oncolíticos armados. 
 
Actualmente, tan solo existen dos virus onoclíticos en el mercado, el 
adenovirus H101 registrado como Oncorine®, y el herpes-virus 
talimogene laherparepvec o T-VEC registrado bajo el nombre comercial 
Imlygic®. El primero fue aprobado por la CDA (Chinese Drug 
Administration) en el año 2005 para el tratamiento del cáncer de cabeza y 
cuello [79]. Más recientemente, en 2015, la  US FDA (US Food and Drug 
Administration) aprobó el T-VEC para el tratamiento del melanoma 
avanzado. Poco después, el T-VEC fue aprobado también por la EMA 




de un centenar de ensayos clínicos con otros virus oncolíticos en distintas 
fases de estudio [81]. 
Entre los distintos tipos de virus utilizados en virotepapia oncolítica, los 
adenovirus se encuentran entre los más frecuentes [50]. Su elevado perfil 
de seguridad, el amplio conocimiento que se tiene sobre ellos y la 
capacidad de poder editarlos genéticamente con facilidad, los constituyen 
como excelentes candidatos para su aplicación en clínica [82],[83].  
 
1.3. Adenovirus 
Los adenovirus son virus de ADN de doble cadena, sin envuelta y con 
cápside icosahédrica. Se trata de virus que frecuentemente se encuentran 
en el ambiente, pero cuya infección resulta asintomática en la mayoría de 
adultos inmunocompetentes. En niños, sin embargo, las infecciones 
sintomáticas pueden darse de forma relativamente frecuente. La 
sintomatología, que suele ser leve y auto-limitada,  afecta normalmente las 
vías respiratorias superiores y puede causar lo que se conoce como 
resfriado común. Asimismo, las infecciones por adenovirus pueden 
provocar otros síntomas de naturaleza diversa como gastrointestinales, 
oculares o, menos frecuentemente, neurológicos. Así, se considera que los 
adenovirus presentan un nivel de seguridad elevado que permite su 






Los adenovirus fueron descritos por primera vez en 1953 por Rowe et al. 
en cultivos de tejido adenoideo, de ahí su nombre [84]. Actualmente, la 
familia Adenoviridae se encuentra dividida en cinco  géneros: Mastadenovirus, 
Aviadenovirus y Ichtadenovirus que son patógenos de mamíferos, aves y peces 
respectivamente; y Matadenovirus y Siadenovirus que son patógenos de un 
amplio rango de especies. Recientemente, se ha propuesto un sexto 
género, Testadenovirus, que incluiría los adenovirus capaces de infectar 
tortugas [85], [86]. Dentro del género Mastadenovirus se encuentran los 
adenovirus humanos (HAdV), que están a su vez clasificados en 7 
especies distintas denominadas con una letra de la A a la G. Dentro de 
cada especie, encontramos distintos serotipos basados en características de 
hemaglutinación y neutralización de las principales proteínas de la cápside 
adenoviral. No obstante, esta tendencia de clasificación serológica está 
cambiando, y actualmente se han descrito nuevos tipos de virus de 
acuerdo con las características derivadas de la secuenciación genómica 
[87], [88].  
El adenovirus empleado en el desarrollo del presente trabajo ha sido el 
adenovirus humano C serotipo 5 (HAdV-5); en este serotipo se centran 
los apartados descritos a continuación. 
1.3.2. Estructura de la cápside adenoviral 
La cápside del HAdV-5 tiene un diámetro de ~90 nm y está compuesta 
mayoritariamente por tres proteínas principales: hexón, pentón y fibra. El 




de hexón constituyen la cápside adenoviral. En cada uno de los 12 vértices 
de la cápside se encuentran trímeros de pentón, de los cuales protruyen 
trímeros de fibra. Además de estas proteínas, en la cápside encontramos 
las proteínas IIIa, VI, VIII y IX que fortalecen las interacciones hexón-
hexón y hexón-pentón. Por otro lado, en el núcleo viral se encuentran las 
proteínas asociadas con la doble cadena de ADN (V, VII, Mu y TP) y la 
proteasa 23K [89] (Fig. 1.6.). 
 





1.3.3. Organización del genoma adenoviral 
El genoma del HAdV-5 tiene un tamaño de 36 Kb y presenta en ambos 
extremos repeticiones terminales invertidas o ITRs. Junto a la ITR 
izquierda se encuentra la señal empaquetadora que permite, como su 
nombre indica, el correcto empaquetamiento del genoma viral en la 
cápside. Por otra parte, a ambos extremos 5’ del genoma se encuentra 
unida de forma covalente la proteína terminal o TP [88], [90].   
El genoma adenoviral se caracteriza por una elevada densidad de 
secuencias codificantes. Los genes se encuentran codificados en ambas 
hebras de la doble cadena de ADN y presentan regiones codificantes 
solapadas. La expresión de un elevado número de proteínas virales a partir 
de un genoma relativamente pequeño se hace posible mediante el uso 
intensivo de mecanismos de splicing [88], [90]. 
La correcta replicación viral requiere que la expresión de los distintos 
genes se suceda de manera finamente regulada a nivel temporal. De esa 
forma, se permite la reprogramación de la célula infectada para llevar a 
cabo la replicación viral evitando la respuesta del sistema inmune y la 
apoptosis celular. Así, el genoma adenoviral consta de seis unidades 
transcripcionales tempranas o early (E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4), 2 
unidades transcripcionales intermedias (IX y IVa) y una gran unidad 
transcripcional tardía o late controlada por el MLP (Major Late Promoter) 
que da lugar a 5 subunidades transcripcionales. Estas cinco subunidades 
transcripcionales se conocen como L1, L2, L3, L4 y L5, y codifican, 
principalmente, para las proteínas estructurales del virus. A esta gran 
unidad tardía hay que añadir otra mucho más pequeña y descubierta 




de las unidades transcripcionales mencionadas contiene su propio 
promotor y la mayoría de ellas codifican para distintos ARNm (ácido 
ribonucleico mensajero) generados por mecanismos de splicing alternativos. 
La transcripción de todas las unidades es llevada a cabo por la ARN 
polimerasa II de la célula.  
Por otro lado, cabe mencionar que el genoma adenoviral contiene dos 
ARN no codificantes (VA1 y VA2) que son transcritos por la ARN 
polimerasa celular III (Fig. 1.7.) [87]. 
 
Figura 1.7│ Representación esquemática del genoma adenoviral y las principales 
funciones de cada unidad transcripcional. 
 
En el transcurso de la infección adenoviral, el primer gen en expresarse es 
el gen E1A, que actúa como trans-activador del resto de unidades 
transcripcionales tempranas (E1B, E2A, E2B, E3, E4). Tras la expresión 
de dichas unidades tempranas, se expresan las unidades transcripcionales 




a fase tardía [93], [94]. Por su parte, a tiempos tempranos pos-infección, el 
MLP se encuentra mayoritariamente inactivo y expresa únicamente un 
reducido número de moléculas de ARNm [95]. En consecuencia, la 
expresión de proteínas tardías es fútil durante esta fase.  Sin embargo, el 
MLP se torna activo con el inicio de la replicación de genoma adenoviral 
[96], [97]. Esto conlleva una elevada expresión de moléculas de ARNm 
derivadas de L1, L2, L3, L4, L5, y por tanto, de proteínas estructurales.  
Mediante el desarrollo de este programa transcripcional altamente 
orquestado, el virus pone a su disposición toda la maquinaria 
transcripcional y traduccional de la célula. Así, lleva a cabo su replicación 
de manera eficiente en cuestión de unas pocas horas, tardando alrededor 
de 36 h en completar todo el ciclo [98] (Fig. 1.8).  
 




1.3.4. Fases de la infección adenoviral 
1.3.4.1. Entrada del virus en la célula 
La entrada de los adenovirus en la célula sigue un proceso secuencial de 
unión, señalización, endocitosis, escape endosómico, transporte 
citoplasmático, disrupción de la cápside e importación del ADN viral 
dentro del núcleo [83].  
La unión se da gracias a que las partículas virales reconocen, a través del 
dominio apical de la fibra, el receptor CAR (Coxsakie and Adenovirus 
Receptor) [99], [100]. Esta unión activa un segundo reconocimiento, 
mediado por la región RGD del pentón y las integrinas de la superficie 
celular [101], [102], que acaba desencadenando la endocitosis del virus 
mediada por clatrina [103].  
Tras el reconocimiento del virus, se desarrolla un proceso de 
desensamblado progresivo de la cápside viral, que empieza con el 
desprendimiento de la fibra [104]. Este desensamblado progresivo lleva a 
la exposición de la proteína VI, encargada de propiciar la lisis del 
endosoma y provocar así la liberación de los restos de virión al citoplasma. 
El virión parcialmente desensamblado es entonces transportado al núcleo 
a través de los microtúbulos. El transporte se produce gracias al 
reconocimiento del hexón por las dineínas celulares [105]. Una vez allí, el 





1.3.4.2. Expresión de proteínas tempranas 
Las proteínas tempranas son expresadas tras la entrada del ADN viral al 
núcleo y sus funciones son principalmente tres: inducir la entrada de la 
célula en fase S, facilitar la replicación de ADN viral  y suprimir la 
respuesta inmunitaria antiviral. 
Una vez internalizado el genoma adenoviral en el núcleo, el gen E1A es el 
primero en expresarse. La proteína E1A fuerza la célula a entrar en fase S 
para permitir así que el virus pueda explotar la maquinaria de replicación 
celular para replicar su genoma. Por otro lado, la proteína E1A induce la 
liberación del factor de transcripción E2F de su represor RB. Así, el E2F 
libre puede activar la transcripción de otros genes tempranos que 
presentan cajas de respuesta a E2F en sus promotores. De esta manera, 
E1A actúa como trans-activador de otros genes adenovirales tempranos 
[107].  
La entrada en fase S, así como la propia presencia del virus, propicia la 
activación de diversas vías que tienen por objetivo de activar la respuesta 
inmunitaria y forzar la entrada en apoptosis de la célula. Sin embargo, esta 
cascada de respuestas es bloqueada por el virus. La supresión de la 
respuesta inmunitaria antiviral está mediada por las proteínas de la región 
transcripcional E3. Esta región codifica 7 proteínas: E3-12.5K, E3-6.7K, 
E3-gp19K, proteína mortal del adenovirus o ADP, RIDα, RIDβ, y E3-
14.7K. A excepción de la proteína E3-12.5K, cuya función es aún 
desconocida, y de la ADP, que se requiere en la fase tardía para la 
liberación eficiente de viriones [108], todas la demás influyen en la 
respuesta immune innata y adquirida antiviral [109]. La proteína viral 




histocompatibilidad de clase I, bloqueando así la presentación de 
antígenos y la subsecuente activación linfocitaria [110], [111]. El complejo 
RID (Receptor Internalization and Degradation), formado por RIDα y RIDβ, 
promueve la internalización y la degradación de receptores pro-
apoptóticos como Fas y TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) [112]. 
E3-6.7K funciona, junto con el complejo RID, disminuyendo el receptor 
TRAIL de la superficie celular; asimismo diversos estudios apuntan a la 
existencia de mecanismos anti-apoptóticos adicionales mediados por esta 
proteína [109], [113]. Finalmente E3-14.7 inhibe también la apoptosis 
mediada por TNF (Tumor Necrosis Factor) y TRAIL.  
Además de las proteínas de E3, distintos genes de las unidades 
transcripcionales E4 y E1B presentan también funciones anti-apoptóticas 
[114]–[116]. 
1.3.4.3. Replicación del genoma adenoviral 
Las proteínas implicadas en la replicación del genoma adenoviral se 
encuentran codificadas en la unidad transcripcional E2. Se trata de la 
polimerasa de ADN, la proteína preterminal o pTP y la proteína de unión 
a ADN (DBP) [117] . 
La replicación se inicia en los orígenes de replicación, localizados en las 
ITR de sendos extremos. En dichos orígenes de replicación, la polimerasa 
utiliza la pTP como cebador y los factores celulares NFI y Oct-1 
favorecen el inicio de la replicación. Tras el inicio de la replicación, la 
polimerasa avanza replicando el ADN y deja la pTP anclada en el extremo 




viral dando lugar a la TP. La elongación se lleva a cabo gracias a la acción 
combinada de la polimerasa y la DBP junto con la topoisomerasa I celular. 
Esta elongación puede desarrollarse de dos maneras. Por un lado puede 
iniciarse de forma paralela en ambos extremos del genoma adenoviral 
(haciendo uso de ambos orígenes de replicación). Por otro lado puede 
iniciarse una vez completada la primera copia. En este último caso el 
DNA monocatenario es capaz de formar un bucle sobre sí mismo gracias 
a la complementariedad de bases de ambas ITRs de forma que se permite 
el inicio de la replicación de la otra hebra del genoma [117]. 
1.3.4.4. Expresión de proteínas tardías  
La mayor activación del MLP tiene lugar tras el inicio de la replicación del 
ADN viral. Así se genera un ARNm primario susceptible de poli-
adenilarse en cinco sitios distintos dando lugar a cinco tipos de pre-
ARNm (L1, L2, L3, L4 y L5). En total estos pre-ARNm acaban derivando 
en más de 20 moléculas distintas de ARNm, la mayoría de la cuales 
comparten una secuencia líder común en su extremo 5’. Esta secuencia 
juega un papel importante en la exportación nuclear, la traducción y la 
estabilidad de las moléculas de ARNm [118], [119]. Asimismo, la 
secuencia líder permite la transcripción  de forma independiente al 
complejo de iniciación eIF4f. En la fase tardía pos-infección el virus 
bloquea la expresión de los ARNm celulares gracias a la proteína L4-100K 
que impide la activación del complejo eIF4f. Así, todos los recursos 
traduccionales son utilizados en favor de la síntesis de proteínas virales y 
se evitan respuestas antivirales por parte de la célula [118], [120], [121]. 
Tras la activación completa del MLP se produce una elevada expresión de 




que da lugar a una producción masiva de proteínas estructurales que se 
utilizarán para conformar los nuevos viriones [122], [123].   
1.3.4.5. Formación y liberación de nuevos viriones 
La formación de los nuevos viriones sucede en el núcleo y sigue un 
proceso secuencial en el que primero se ensambla la cápside y luego se 
empaqueta el ADN viral. Las cápsides se ensamblan primero a partir de 
los principales componentes de las mismas, hexones y pentones; y 
después se incorporan los componentes minoritarios. En este primer 
paso, del que aún no se conocen todos los detalles, estarían implicadas las 
proteínas L4-100K, L4-pVIII y L2-pVIII. A continuación, el genoma 
adenoviral es reconocido gracias a la secuencia empaquetadora por las 
proteínas empaquetadoras IVa2, L4-33K, L4-22K, L1-52/55K, y 
posiblemente la proteína DBP. Gracias a estas proteínas empaquetadoras, 
el ADN es introducido en las cápsides vacías a través de una estructura 
denominada portal, que se localiza en uno de los vértices de la cápside. 
Finalmente, algunas de las proteínas que han participado en el ensamblaje 
son eliminadas y la proteasa viral escinde las proteínas precursoras para 
dar lugar a los viriones maduros [124]–[127] . 
A medida que la nueva progenie viral se forma, se exacerba el efecto 
citopático de las células. El efecto citopático se caracteriza por la 
morfología redondeada que adquieren las células a causa de 
remodelaciones en su citoesqueleto. Pese a que las partículas virales 
pueden ser liberadas paulatinamente tras empezar a formarse, la liberación 
alcanza su punto máximo con la lisis celular. La proteína ADP es una 
glicoproteína de membrana que pese estar codificada en la región E3, se 




contrario se sintetiza abundantemente a partir del MLP en la fase tardía 
pos-infección. La ADP juega un papel fundamental promoviendo la 
muerte de la célula y la salida efectiva de los nuevos viriones [108].  
1.3.5. Expresión de trangenes terapéuticos en 
adenovirus oncolíticos 
Tal y como se ha comentado anteriormente, unos de los mayores 
atractivos de la viroterapia oncolítica es la posibilidad de poder editar 
genéticamente los virus para que expresen genes terapéuticos que aporten 
beneficios adicicionales en el nicho tumoral. La incorporación de 
transgenes terapéuticos en el genoma del adenovirus lleva implícita dos 
cuestiones técnicas: el tamaño del fragmento a incorporar y el lugar del 
genoma dónde incorporarlo. En relación al primer aspecto, las 
limitaciones del empaquetamiento del adenovirus deben ser consideradas. 
El HAdV-5, con un genoma de 36 Kb, puede empaquetar de forma 
correcta genomas de hasta 38 Kb, es decir, un 105% de su tamaño original 
[128]. Teniendo en cuenta esta limitación, el espacio del genoma debe ser 
utilizado de forma eficiente. La reducción de la utilización de espacio por 
parte de los transgenes puede lograrse de distintas formas.  
Frecuentemente, se ha utilizado la región E3 del genoma viral, con genes 
dispensables para la replicación, para introducir transgenes y expresar 
estos en la fase temprana o early del ciclo de replicación viral. En algunos 
casos, se ha la delecionado total o parcialmente la unidad E3 para dar 
cabida a transgenes controlados por promotores exógenos, como el 
frecuentemente utilizado CMV. Sin embargo, la expresión de transgenes 




reduce la selectividad de la expresión del transgén. Ante este 
inconveniente, en otros casos la estrategia seguida ha consistido en 
incorporar el transgén en sustitución de un gen de E3, de manera que se 
utilizan los elementos transcripcionales del gen endógeno. En esta 
estrategia los transgenes siguen la pauta de expresión del gen sustituido.  
Pese a que las deleciones en la región E3 son una estrategia relativamente 
habitual,  algunos estudios apuntan a que ello se relaciona con una pérdida 
de la capacidad oncolítica del virus [129]–[132]; probablemente debida a 
que las proteínas de E3, aun no ser necesarias para la replicación, tienen 
un importante papel en la evasión del sistema inmunitario [109]–[114].  
Otra opción para incorporar transgenes explotando promotores 
endógenos, y sin eliminar regiones del genoma adenoviral, pasa por 
incorporar el transgén tras un gen viral haciendo uso de IRES (Internal 
Ribosome Entry Signal), SA (Splicng Acceptor) o secuencias T2A.  En este 
abordaje es frecuente la incorporación de los transgenes después del gen 
de la fibra y bajo el control del MLP. De esta forma, los transgenes son 
expresados como un gen tardío o late  más, lo cual, en contraposición a la 
expresión en fases tempranas, reviste diversas ventajas. Por un lado, la 
expresión de los transgenes posteriormente a la replicación del ADN viral, 
evita complicaciones derivadas del uso de transgenes citotóxicos que 
puedan interferir con el proceso de replicación. Por otra parte, que la 
replicación viral preceda a la expresión del transgén, amplía el número de 
copias génicas y, por lo tanto, conduce a una mayor expresión. 
Finalmente, el control temporal de la expresión del transgén es mucho 
más estricto y oncoselectivo, puesto que la expresión tan solo tendrá lugar 




A pesar del consenso existente acerca de las ventajas de expresar 
transgenes en late, lo cierto es que actualmente abundan mayoritariamente 
las construcciones early, tal y como se refleja en los últimos estudios 
publicados [134]–[140]. Asimismo, en el ámbito de los ensayos clínicos, 11 
de los 17 estudios en curso utilizan adenovirus armados en early (Tabla 
1.1.). 
Probablemente, esta realidad sea, en parte, debida a que la expresión en 
late conlleva, en ocasiones, la entrada en conflicto con la correcta 
expresión de los genes virales tardíos. Así, diversos investigadores han 
dirigido sus estudios hacia entender mejor las repercusiones de armar 
transgenes en late. Se ha estudiado qué regiones del genoma son más 
viables para con el virus a la hora incorporar los transgenes bajo el control 
del MLP. Asimismo, otros trabajos se han focalizado en estudiar la 
repercusión que tienen distintos IRES, SA y secuencias T2A para la 
expresión de los transgenes [54], [141]–[146].  
En este mismo sentido de entender mejor la repercusión que tiene sobre 
el virus armar transgenes, y de contribuir así a optimizar el rendimiento 
terapéutico de la viroterapia oncolítica, en esta tesis hemos estudiado el 
impacto del uso de codones de los transgenes terapéuticos sobre el virus.   
Los adenovirus, de igual manera que muchos otros virus, presentan un 
patrón de uso de codones particular. Así, mientras los genes reguladores 
tempranos tienen un perfil menos optimizado sesgado hacia codones 
terminados en A o T (AT3), los genes tardíos estructurales y los genes 
implicados en la replicación tienen, en general, un patrón más optimizado 
sesgado hacia codones terminados en G o C (GC3). Se ha demostrado 
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Tabla 1.1|Ensayos clínicos en curso con adenovirus oncolíticos armados 




mecanismo para optimizar el reparto de los recursos traduccionales de la 
célula, y que la modificación de este patrón puede afectar negativamente a 
la capacidad replicativa del virus o fitness viral [147]. Tomando como 
referencia este escenario, resulta plausible pensar que armar los adenovirus 
con transgenes puede modificar el equilibrio de uso de codones del 
genoma viral e impactar negativamente sobre el virus.   
 
1.4.  Uso de codones y regulación de la 
expresión génica 
1.4.1. El código genético 
En 1958 Crick postuló el dogma central de la biología, las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas están determinadas por las secuencias 
nucleotídicas del ADN; no obstante, por aquel entonces aún no se sabía 
cómo dicha información estaba codificada [148]. Tres años más tarde, 
Crick junto con Branett, Branner y Whatts-Tobin dieron respuesta a la 
pregunta en su publicación General Nature of the genetic code for proteins en la 
revista Nature [149]. En dicho artículo postularon que el código genético 
está organizado en codones (tripletes formados a partir de los nucleótidos 
A, C, G y T), que es redundante (existen más codones que aminoácidos, 
de manera que un mismo aminoácido puede ser codificado por varios 
codones), que la secuencia nucleotídica es leída desde un punto fijo y de 
manera continua, que el código genético no es solapado (un nucleótido 




A día de hoy, estos postulados han sido extensamente corroborados y 
sabemos que las secuencias de ADN están formadas por 64 codones (61 
son específicos de aminoácidos, y los tres restantes se utilizan como 
señales de parada). La secuencia codificante de ADN es transcrita a 
ARNm y, tras experimentar las correspondientes modificaciones pos-
transcripcionales, este ARNm es leído de acuerdo al código genético en 
un proceso denominado traducción [150]. Los responsables de llevar a 
cabo el proceso de traducción son los ribosomas. Éstos, gracias a las 
moléculas de ácido ribonucleico de transferencia (ARNt) aminoacetiladas, 
van incorporando aminoácidos a la cadena peptídica hasta completar la 
síntesis proteica [150], [151] (Fig 1.8).  
 
Figura 1.8│ Representación simplificada del proceso de expresión génica. 
 
Hasta la fecha hay descritos 22 aminoácidos; 20 estándares o clásicos (Fig. 




particularidad. La selecisteína presenta la particularidad de estar codificada 
por el codón stop TGA cuando este se encuentra asociado a una 
estructura del ARNm conocida como SECIS (SElenoCysteine Insertion 
Sequence) [152]. Por otro lado, el aminoácido pirrolisina, sólo se ha 
identificado en algunas arqueas y bacterias [153], [154]. De los 20 
aminoácidos clásicos, sólo dos (metionina y triptófano) están codificados 
por un sólo codón, el resto de aminoácidos se encuentran codificados por 
dos, cuatro o seis codones denominados “sinónimos” (Fig. 1.9).  
 





Los ARNt presentan un papel fundamental en el proceso de traducción. 
Los ARNt se acomplejan con los ribosomas y funcionan como 
adaptadores para convertir la información contenida en los codones del 
ARNm en aminoácidos. Así, en el ribosoma un determinado codón del 
ARNm es leído por el correspondiente ARNt a través de su loop 
anticodón, que contiene un triplete de bases (anticodón) complementario 
al codón (Fig. 1.9.). Cada ARNt está cargado en su extremo 3’ con un 
aminoácido particular, que es incorporado a la cadena proteica cuando se 
da el reconocimiento codón-anticodón.  
 
Figura 1.9│ Esquema de la estructura del  ARNt. 
 
Cabe mencionar que, pese a haber 61 codones, el número ARNt oscila 
entre 23 y 45 (Fig. 1.10). Así, la posibilidad de decodificar los 61 codones 
se basa en la flexibilidad de reconocimiento entre la base 3’ del codón y la 




reconocimiento codón-anticodón no siempre sigue las reglas de Watson y 
Crick [156], permitiendo así que un único ARNt pueda leer distintos 
codones [157].  
Los ARNt se caracterizan por ser las moléculas de ARN más ricas en 
modificaciones pos-transcripcionales [158]. Estas modificaciones pos-
transcripcionales juegan un papel clave modulando la capacidad de los 
ARNt  para formar interacciones de tipo wobble [157], [159].  
 
Figura 1.10│ Resumen gráfico del concepto código genético. 
 
1.4.5. Uso de codones y ARNts como mecanismo de 
regulación génica 
Dentro del conjunto de codones que codifican para un aminoácido, no 
todos son utilizados con la misma frecuencia. Esta propensión de algunos 
codones a estar desproporcionalmente representados en el transcriptoma 




Basándose en este hecho, Sharp y Li propusieron, en 1987, la utilización 
del parámetro CAI (Codon Adaptation Index) como medida de predicción de 
la expresión de un gen. Los autores describen que este índice toma como 
referencia el uso de codones de un conjunto de genes altamente 
expresados para determinar en qué medida cada codón favorece la 
expresión génica. A partir de estos datos, el valor de CAI para un gen de 
interés es calculado en función de su composición de codones. Así, un 
valor elevado de CAI significa similitud entre el gen de interés y el 
conjunto de genes de referencia, luego predice una elevada capacidad de 
expresión. Los autores postularon además la utilidad de este parámetro 
para predecir la expresión heteróloga de genes [161]. 
Los codones se clasifican en óptimos y no óptimos en función de cuán 
eficientemente se decodifican y se traducen al correspondiente 
aminoácido [162]. Tras el descubrimiento de la desviación del uso de 
codones, se observó una correlación positiva entre la frecuencia de los 
codones y la abundancia de los ARNt , especialmente en procariotas [163], 
[164] Dado que la unión entre ARNts y ribosomas es estocástica, los 
ARNts más abundantes tienen más probabilidades de unirse a los 
ribosomas. Teniendo esto en cuenta, y en base a la correlación entre la 
frecuencia de los codones y la abundancia de los ARNts, se ha descrito 
que los codones más óptimos coincidirían con los codones más 
representados en el transcriptoma [163], [165]–[168].  
Sin embargo, este concepto no es una máxima, y no en todos los casos y 
todas las especies los codones más y menos frecuentes se corresponden 
con los codones más óptimos y menos óptimos, respectivamente [169]. 
De hecho, recientemente, un nuevo estudio realizado con ARNm 




y los codones AT3 pueden considerarse óptimos y no óptimos, 
respectivamente. Este hecho sería así en tanto que se ha observado que 
moléculas ricas en codones GC3 presentan mayor estabilidad y más 
velocidad de traducción [169]. 
En general está aceptado que la abundancia de ARNts correlaciona con el 
número de copias de los genes que codifican dichos ARNts, de modo que 
los ARNts con más copias génicas serían los más abundantes en la célula. 
Así, en 2004 dos Reis et al. definieron el tAI (tRNA Adaptation Index) como 
medida de adaptación de un gen al pool de ARNt usando el número de 
copias de los genes ARNt como indicador de su abundancia [167]. Sin 
embargo, esta estimación, aunque ampliamente utilizada, es solo 
aproximada, en tanto que cada vez más diversos estudios constatan que el 
pool de ARNts presenta un gran dinamismo. Se han observado cambios en 
el pool de ARNts durante el ciclo celular [170], en respuesta a situaciones 
de estrés [171] o en células tumorales respecto a células sanas [172], [173]. 
Además, también se han descrito diferencias en el pool de ARNt tejido-
específicas dentro de un mismo organismo [174]. 
En cualquier caso, e independientemente de la abundancia de cada ARNt 
en el pool, lo que resulta cada vez más evidente es la importancia del 
equilibrio codón-anticodón a fin de garantizar una síntesis proteica 
eficiente y asegurar la homeostasis celular [162], [175], [176]. Distintos 
estudios apuntan a que en un sistema con recursos traduccionales finitos 
como es la célula, un desbalance en el equilibrio codón-anticodón puede 
impactar de manera negativa no solo en los genes que promueven el 




De acuerdo a estos estudios, hemos hipotetizado que un escenario de 
desbalance en el equilibrio codón-anticodón podría darse cuando 
modificamos el genoma adenoviral para armarlo con un transgén 
terapéutico. Dicho de otra forma,  la incorporación de un transgén 
terapéutico podría alterar el balance entre oferta de recursos 
traduccionales de la célula y la demanda de ellos que ejerce el virus. Este 
desbalance podría impactar no únicamente sobre el transgén sino sobre 









El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar el papel del uso de 
codones de transgenes terapéuticos armados en adenovirus sobre la 
potencia oncolítica, y diseñar un modelo de uso de codones para los 
transgenes que permita una expresión óptima de los mismos y compatible 
con el fitness viral.  
De manera más específica, los objetivos han sido: 
1. Evaluar la influencia de la incorporación de un transgén en el 
genoma del HAdV-5 sobre la replicación viral en función de 
su uso de codones y de su momento de expresión en el ciclo 
replicativo.  
 
2. Recodificar los genes terapéuticos de la hialuronidasa de abeja 
y la 2’desoxirribosilnucleósido transferasa de Leishmania 
mexicana (LmPDT) para conseguir un equilibrio entre la 
replicación viral y la expresión de los transgenes que permita 






3. Evaluar in vitro e in vivo la eficacia antitumoral de adenovirus 







3. Materiales y Métodos 
 
3.1. Cultivo y manipulación bacteriana 
3.1.1. Cepas bacterianas utilizadas 
Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado las cepas 
bacterianas DH5-alfa y SW102.  
3.1.1.1. DH5-alfa 
Células termo-competentes utilizadas para la amplificación de plásmidos. 
Se trata de bacterias recombinasa y endonucleasa negativas (recA1MUT; 
endAMUT) cuya membrana se torna inestable a 42ºC. Las células DH5-
alfa competentes fueron adquiridas a través de Thermo Fisher Scientific. 
Condiciones de cultivo y almacenamiento de DH5-alfa 
Las bacterias DH5-alfa fueron cultivadas a 37ºC en medio Luria Broth 
(LB) suplementado con los antibióticos correspondientes en cada caso. 
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Los stocks bacterianos se almacenaron a -80ºC en forma de glicerinado 
(80% cultivo bacteriano saturado + 20% glicerol). 
3.1.1.2. SW102 
Células electro-compententes utilizadas para la modificación del genoma 
adenoviral mediante el sistema AdZ.  
Esta cepa se caracteriza por contener el genoma adenoviral flanqueado 
por dianas SceI dentro de un cromosoma bacteriano artificial (BAC). 
Estas dianas permiten la linealización del genoma adenoviral gracias a la 
expresión, en la célula eucariota, de la endonucleasa SceI, contenida 
también en el BAC. Asimismo, esta cepa presenta un sistema de 
recombinasas inducible térmicamente a 42ºC que permite la 
recombinación entre fragmentos con 40 pares de bases de homología. 
La cepa presenta un gen de resistencia a cloranfenicol, así como una 
mutación en la subunidad 30S ribosomal que la hace también resistente a 
estreptomicina.  
Condiciones de cultivo y almacenamiento de SW102 
Las bacterias SW102 fueron cultivadas a 32ºC (para prevenir la expresión 
de las recombinasas) en medio LB suplementado con los antibióticos 
correspondientes en cada caso. 
Los stocks bacterianos se almacenaron a -80ºC en forma de glicerinado 
(80% cultivo bacteriano saturado + 20% glicerol). 
Materiales y Métodos 
45 
 
3.1.2. Técnicas de manipulación bacteriana 
3.1.2.1. Transformación de células DH5-alfa 
El ADN plasmídico incorporado en las células bacterianas se duplica al 
tiempo que lo hace el ADN bacteriano, de forma que la cantidad de ADN 
plasmídico se incrementa a medida que las células se dividen. Según este 
principio, y con el objetivo de obtener cantidades suficientes de los 
plásmidos de interés, se transformaron células DH5-alfa.  
El proceso de transformación se realizó incubando las bacterias en hielo 
junto con el ADN plasmídico durante 30 minutos. Transcurrido ese 
tiempo, las bacterias se sometieron a un choque térmico a 42ºC durante 
20 segundos, seguido de una incubación de 2 minutos en hielo. A 
continuación, se recuperó el cultivo incubándolo en agitación durante 1 
hora. Tras la recuperación del cultivo, éste se sembró en placas de LB-agar 
con el antibiótico correspondiente a fin de seleccionar las bacterias 
transformadas (Fig. 3.1.). 




Figura 3.1|Resumen esquemático del protocolo de transformación de células 
DH5-alfa. 
 
3.1.2.2. Sistema AdZ 
El sistema AdZ (adenovirus with zero cloning steps) fue originariamente 
desarrollado por el Dr. Richard Stanton [179], y posteriormente 
modificado por la Dra. Puig-Saus [180]. Este sistema permite introducir 
de forma rápida y eficiente modificaciones de distinta naturaleza en 
múltiples regiones del genoma adenoviral. La selección de los clones 
positivamente recombinados se realiza mediante un sistema de doble 
selección antibiótica gracias al casete antibiótico rpsL-neo. Este casete 
incorpora un gen de resistencia a kanamicina y una copia salvaje de la 
subunidad 30S ribosomal que sensibiliza a estreptomicina. De esta forma, 
la introducción o substitución de dicho casete en el BAC modifica la 
sensibilidad antibiótica de la cepa. 
 














37ºC en agitación 
Cultivo en placas  
LB-Agar + 
antibiótico 
37ºC 16 h 
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Detalle del sistema de doble selección antibiótica 












Selección positiva Cloranfenicol + Estreptomicina 
Selección negativa Cloranfenicol + Kanamicina 
   
 





Kanamicina 15 µg/ml 
Estreptomicina 5 mg/ml 
 
Para llevar a cabo las modificaciones se realizaron los pasos del protocolo 
que se detalla a continuación (Fig. 3.2). 
Primeramente las bacterias se cultivan durante toda la noche en 3 ml de 
LB-Cloranfenicol más estreptomicina o kanamicina, en función de si se 
desea introducir o substituir el casete rpsL-neo, respectivamente. 
El día siguiente, se incorpora un inóculo de 1-2 ml del cultivo crecido en 
15 ml de LB-antibióticos. Este crecimiento se efectúa hasta que el cultivo 
llega a una fase exponencial que se corresponde con una densidad óptica 
de 0.5-0.6 a 600 nm. 
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A continuación, se prosigue con la inducción del sistema de recombinasas 
mediante un choque térmico de 15 minutos en un baño agitado a 42ºC, 
seguido de 15 minutos en hielo. A partir de este punto, las bacterias deben 
mantenerse siempre próximas a los cero grados, a fin que permanezcan 
electro-competentes hasta el momento de la electroporación. 
A continuación, se centrifugan las bacterias a 0ºC y 4200 rpm durante 5 
minutos, y se resuspende el precipitado bacteriano en 10 ml de agua fría. 
Este proceso se repite 3 veces. Después de centrifugar la última vez, el 
precipitado se resuspende en un volumen aproximado de 400 µl de agua 
fría estéril. A 50 μl de dicha suspensión bacteriana se incorporan 150 ng 
del fragmento que se desea introducir flanqueado por colas homólogas a 
la región que se quiera modificar, y se realiza la electroporación en las 
siguientes condiciones: 
Condiciones de electroporación    
Parámetro Valor 
Cubeta 0.1 cm 
Voltaje 1800 V 
Capacitancia 25µF 
Resistencia 200 Ω 
 
Después de la electroporación, se recupera el cultivo bacteriano en 1 ml 
de LB sin antibióticos durante 70-90 minutos. Transcurrido ese tiempo, se 
siembra una dilución 1/10 en placas de LB con el antibiótico de selección 
positiva y se incuba a 32ºC durante un período de 30h aproximadamente. 
Cuando las colonias son suficientemente visibles se aíslan en una placa 
con la combinación antibiótica de selección negativa y a su vez se hace 
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crecer dichas colonias en medio líquido con la combinación antibiótica de 
selección positiva. 
Tras 16-20h de incubación, se seleccionan aquellas colonias que han 
pasado el control de doble selección antibiótica y se realizan MiniPreps de 
las mismas (véase apartado 3.2.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico de células 
procariotas). Las MiniPreps se utilizan para testar si las colonias 
seleccionadas son correctas. La comprobación se realiza a tres niveles: 
1. Mediante amplificación por PCR de la región recombinada 
2. Mediante restricción para comprobar la integridad del BAC  
3. Mediante secuenciación de la región modificada 
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SW102 crecimiento del 
cultivo 










10 ml agua fría + 5 min 




150 ng ADN a recombinar 







Figura 3.2|Resumen esquemático del protocolo de modificación del 
genoma adenoviral mediante el sistema AdZ. 
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3.2. Manipulación de ADN 
3.2.1. Aislamiento y cuantificación de ADN 
3.2.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico de células 
procariotas 
El ADN plasmídico de células procariotas se obtuvo a partir de cultivos 
bacterianos mediante el método de lisis alcalina y precipitación en 
presencia de sales y alcohol. Los cultivos bacterianos se obtuvieron 
creciendo la cepa de interés en medio LB con los antibióticos 
correspondientes hasta saturación (aproximadamente 16-20h). 
Aislamiento de ADN a pequeña escala, MiniPreps 
El aislamiento de ADN a pequeña escala se empleó para obtener 
cantidades de ADN en torno a 50 µg. Para ello, se creció la cepa de interés 
en 3 ml de medio de cultivo, y tras llegar éste a saturación, las células 
fueron precipitadas por centrifugación a 6000 g durante 5 minutos. A 
continuación, se decantó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado 
celular en la solución isotónica P1. Después, el cultivo homogenizado se 
sometió a un proceso de lisis alcalina mediante la solución P2. 
Transcurridos 5 minutos, la reacción de lisis se neutralizó incubando con 
la solución P3 durante 20 minutos en hielo. 
A continuación, se centrifugó la muestra para eliminar los restos celulares. 
El ADN plasmídico contenido en la fase acuosa se precipitó mediante la 
agregación de isopropanol y posteriormente se lavó con etanol al 70%. El 
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precipitado de ADN se dejó secar hasta eliminar, por completo, la 
presencia de alcohol. Finalmente, el precipitado se resuspendió en 30 µl 
agua y se conservó a -20ºC. 
Detalle de las soluciones 
 Componentes Concentración 
Solución 
P1 
Tris 50 mM 
EDTA 10 mM 
Solución 
P2 




Acetato potásico 1.5 mM 
Ácido acético hasta pH 5.5 
   
Aislamiento de ADN a gran escala, MaxiPreps 
El aislamiento de ADN a gran escala se empleó para obtener cantidades 
de ADN en torno a los 500 µg y de pureza elevada. Este procedimiento se 
realizó de manera estandarizada siguiendo el protocolo correspondiente al 
kit comercial Plasmid Maxi Kit (Qiagen - ref. 12163). Dicho protocolo 
sigue los mismos principios descritos en el apartado anterior. 
3.2.1.2. Aislamiento de ADN de células eucariotas  
La obtención de ADN de células eucariotas se realizó de manera 
estandarizada mediante el kit comercial Norgen’s Blood DNA Isolation Mini 
Kit (NORGEN BIOTEK CORP. - ref. 46380). Con dicho kit la 
purificación se lleva a cabo mediante un proceso de cromatografía en 
columna. El ADN se une a la columna en presencia de sales y se libera en 
condiciones de baja salinidad y pH ligeramente alcalino.  
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3.2.1.3. Aislamiento de ADN adenoviral procedente de células 
infectadas y/o de su sobrenadante 
La obtención de ADN viral procedente de células infectadas se realizó 
mediante el kit comercial Norgen’s Blood DNA Isolation Mini Kit 
(NORGEN BIOTEK CORP. - ref. 46380). Este método de purificación 
no es capaz de diferenciar entre ADN viral y ADN celular, de forma que 
mediante el mismo procedimiento fue posible recuperar ambos. 
3.2.2. Cuantificación de ADN 
La cuantificación del ADN obtenido con las técnicas anteriormente 
descritas se realizó a través de la medida de absorbancia a 260nm y 
posterior aplicación de la Ley de Lambert-Beer C = A / l. Siendo A la 
absorbancia, α el coeficiente de extinción a 260 nm (0.020 (μg/ml)-1 cm-
1) y l la distancia de la trayectoria óptica (cm). La relación de absorbancia 
260/280 fue tenida en cuenta para evaluar el nivel de pureza de la 
muestra. Una relación de 1.8 se considera óptima, mientras que valores 
inferiores a 1.7 denotan contaminación por proteínas o solventes. Las 
cuantificaciones de absorbancia se realizaron con el espectofotómetro 
NanoDrop™  (Thermo Scientific). 
3.2.3. Digestión enzimática 
El ADN es susceptible de ser cortado mediante enzimas de restricción, 
endonucleasas bacterianas capaces de reconocer secuencias específicas de 
ADN y romper en ese punto los enlaces fosfodiéster de la doble hebra, 
dejando extremos romos o cohesivos. 
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Las digestiones se realizaron incubando el ADN a 37ºC durante 1-16h 
con la correspondiente enzima de restricción, y el tampón enzimático 
indicado por la casa comercial en cada caso. 
Reacción de digestión enzimática 
Componente Cantidad 
ADN 1 µL (0.5-1 µg/µL) 
10x Tampón 2 µL 
Agua libre de nucleasas 16 µL 
Enzima 1 µL (10U) 
 
El resultado de las restricciones se determinó a través del análisis del 
patrón de bandas resultante en geles de agarosa. En los casos convenidos, 
los fragmentos de ADN fueros recuperados mediante el kit comercial de 
extracción de ADN en agarosa QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen - ref. 
28704). 
3.2.4. Ligación 
La ligación es el proceso por el cual dos fragmentos de ADN bicatenario, 
con extremos romos o cohesivos complementarios, se unen entre sí. Esta 
reacción es llevada a cabo por una enzima denominada ligasa que, 
mediante el uso de ATP como fuente de energía, cataliza la formación de 
un enlace fosfodiéster entre el grupo 5’ fosfato de una cadena y el grupo 3’ 
hidroxilo de otra cadena.  
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Las ligaciones se realizaron con la enzima T4 DNA ligase (Roche – ref. 
10481220001) a 4ºC durante 16 h, siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
3.2.5. Técnicas de amplificación del ADN 
3.2.5.1. Reacción en cadena de la polimerasa  
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificación in 
vitro de fragmentos específicos de ADN. Esta reacción se basa en la 
actividad enzimática de la polimerasa, que copia hebras de ADN mediante 
la incorporación de desoxiribonucleótidos (dNTPs). La especificidad de la 
reacción viene dada por el uso de cebadores que reconocen la hebra 
molde de ADN y a su vez sirven de punto de partida a la polimerasa. Los 
cebadores son cadenas de 20-25 nucleótidos complementarias a los 
extremos 3’ de la región a amplificar.  
La reacción se realiza en presencia de un tampón enzimático 
suplementado con magnesio y sigue tres fases (desnaturalización, 
hibridación y elongación) que se repiten cíclicamente y de forma 
automatizada entre 25 y 40 veces a fin de amplificar exponencialmente el 
ADN de interés. 
 Todos los procesos de PCR del presente trabajo se llevaron a cabo 
usando la polimerasa DreamTaq (Thermo Fisher Scientific – ref. EP0703), 
o la polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche – ref. 11732641001) en 
aquellos casos en los que el fragmento se utilizó para técnicas de clonaje. 
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Todas las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador ABI 2720 
(Applied Biosystems). 
 
Condiciones del programa de PCR 
Desnaturalización inicial 94ºC-5’ 
25-40 ciclos  
          Desnaturalización 94ºC-30’’ 
          Hibridación Tª cebador específica-30’’ 
          Elongación 
Elongación final 
72ºC-1’/1 kb  
72ºC-7’ 
 
La técnica de PCR se utilizó principalmente para la generación de 
construcciones mediante sistema AdZ, y para la generación de plásmidos 
de expresión. Véase en el anexo la Tabla 2. Cebadores para la modificación de 
los plásmidos miRVec y pcDNA 3.1+/N-HA y la Tabla 3. Cebadores para la 
modificación de plásmidos según el sistema pAdZ. 
3.2.6. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) se basa en el 
mismo principio que la PCR pero permite determinar la cantidad de un 
fragmento específico de ADN gracias a un fluoróforo. Dicho fluoróforo 
se intercala entre las hebras de ADN que conforman una doble hélice, y 
emite entonces fluorescencia. A medida que avanza la reacción, los niveles 
de fluorescencia aumentan subsecuentemente a la amplificación de 
moléculas de ADN donde el fluoróforo puede intercalarse. La 
cuantificación se basa en la determinación del ciclo de PCR en el que el 
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nivel de fluorescencia supera un umbral determinado. Las reacciones de 
qPCR se llevaron a cabo con el reactivo comercial LightCycler® 480 SYBR 
Green I Master (Roche - ref. 04707516001) y el termocliclador ViiA 7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems); véase en el anexo la Tabla 1. 
Cebadores usados en qPCR. 
Reacción de qPCR 
Componente Cantidad 
ADN 1 µL  
SYBR Green 2x 5 µL 
Cebador forward 10 µM 0.3 µL 
Cebador reverse 10 µM 




3.2.7. Generación de plásmidos de expresión GFP 
En este trabajo se generaron cinco plásmidos de expresión GFP: 
miRVec_GFP_opt, miRVec_GFP_DEopt, miRVec_GFP_Adapt1, 
miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adapt3.  
Los genes GFP_opt y GFP_DEopt fueron amplificados a partir de 
plásmidos de expresión comerciales mediante cebadores con colas con 
dianas de restricción BamHI (cebador forward) y EcoRI (cebador reverse); 
véase en el anexo las parejas de cebadores 1 y 2 de la Tabla 2. Cebadores 
para la modificación de los plásmidos miRVec y pcDNA 3.1+/N-HA. Los 
fragmentos amplificados fueron purificados, digeridos con las enzimas 
BamHI y EcoRI y nuevamente purificados. A continuación, los 
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fragmentos se insertaron mediante ligación en el vector miRVec 
previamente digerido y purificado con las mismas enzimas de restricción. 
Los genes Adapt1, Adapt2, y Adapt3 fueron adquiridos a través de IDT en 
formato de gBlock®, con la secuencia codificante flanqueada por dianas de 
restricción BamHI (extremo 5’) y EcoRI (extremo 3’); véase en el anexo la 
Tabla 4.  gBlocks® Gene Fragments. Para generar los plásmidos de expresión 
con los gBlocks®, se precedió de igual manera como se ha detallado 
anteriormente para los fragmentos de PCR amplificados y purificados de 
GFP_opt y GFP_DEopt  
Las construcciones se usaron para transformar células DH5-alpha y las 
secuencias fueron comprobadas mediante secuenciación (Fig. 3.3). 
 
 
Figura 3.3│ Esquema representativo del proceso de construcción de los 
plásmidos de expresión GFP. 
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3.2.8. Generación de plásmidos de expresión PDT 
En la presente tesis se ha trabajado con dos plásmidos de expresión PDT: 
pcDNA 3.1+/N-HA-PDT y pcDNA 3.1+/N-HA-PDT_Adapt. 
El plásmido pcDNA 3.1+/N-HA-PDT fue amablemente cedido por el 
Dr. Jesús Fernández (Universidad Europea), y el plásmido pcDNA 
3.1+/N-HA-PDT_Adapt fue generado a partir del plásmido pcDNA 
3.1+/N-HA-PDT. Para ello la secuencia PDT_Adapt fue adquirida a través 
de IDT en formato de gBlock®. La secuencia fue amplificada con 
cebadores con colas con dianas de restricción EcoRI y BamHI; véase en el 
anexo la pareja de cebadores 3 de la Tabla 2. Cebadores para la modificación de 
los plásmidos miRVec y pcDNA 3.1+/N-HA. El fragmento amplificado y 
purificado, así como el plásmido pcDNA 3.1+/N-HA-PDT fueron 
digeridos con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI. El producto de 
la restricción del plásmido pcDNA 3.1+/N-HA-PDT se reveló en un gel 
de agarosa a fin de seleccionar el fragmento correspondiente al vector 
pcDNA 3.1+/N-HA y descartar el fragmento correspondiente al gen 
PDT. A continuación, la inserción del gen PDT_Adapt en el vector 
pcDNA 3.1+/N-HA se llevó a cabo mediante ligación (Fig. 3.4). La 
construcción se usó para transformar células DH5-alpha la fidelidad de la 
secuencia fue comprobadas mediante secuenciación Sanger. 




Figura 3.4│ Esquema representativo del proceso de construcción de los 
plásmidos de expresión PDT. 
 
3.2.9. Secuenciación de ADN 
La secuenciación de fragmentos de ADN se realizó mediante el método 
de Sanger. Este método se basa una reacción de PCR en la que se 
incorporan aleatoriamente dideoxinucleótidos carentes del grupo hidroxilo 
en el carbono 3’ y marcados con fluoróforos específicos para cada base. 
La incorporación de uno de estos dideoxinucleótidos resulta en el bloqueo 
de la polimerización. Esto conduce a la generación de un patrón de 
bandas mediante la detección de fluorescencia del cual, da lugar a la 
secuencia nucleotídica del fragmento de ADN molde.  
Las secuenciaciones del presente estudio se llevaron a cabo por el servicio 
de secuenciación de Beckman Coulter Genomics. 




3.3. Manipulación de ARN 
3.3.1. Aislamiento de ARN 
El ARN celular así como el ARN viral se aisló de manera estandarizada 
con el kit comercial RNeasy mini kit (Qiagen – ref. 74104). 
Mediante dicho kit la purificación se realiza en primer lugar lisando las 
células con una solución a base de guanidina-tiocianato (Qiazol Lysis 
Reagent). A continuación, se añade etanol a la muestra para favorecer la 
unión del ARN a la membrana de sílica de las columnas de purificación 
incluidas en el kit. Tras la realización de diversos lavados, se consigue la 
elución del ARN con agua. Las muestras de ARN purificado se 
almacenaron a -80ºC. 
3.3.2. Cuantificación de ARN 
La cuantificación del ARN obtenido con el proceso anteriormente 
descrito, se realizó mediante la medida de absorbancia a 260nm y 
posterior aplicación de la Ley de Lambert-Beer C = A / l. Siendo A la 
absorbancia, α el coeficiente de extinción a 260 nm (0.025 (μg/ml)-1 cm-
1) y l la distancia de la trayectoria óptica (cm). La relación de absorbancia 
260/280 fue tenida en cuenta para evaluar el nivel de pureza de la 
muestra. Una relación de 2 se considera óptima, mientras que valores 
inferiores denotan contaminación por ADN, proteínas o solventes. Las 
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cuantificaciones de absorbancia se realizaron con el espectofotómetro 
NanoDrop™  (Thermo Scientific). 
3.3.3. Análisis de expresión de ARN mensajero 
El análisis de ARN mensajero (ARNm) celular y viral se realizó mediante 
RT-qPCR. Puesto que la polimerasa empleada en la qPCR no es capaz de 
reconocer las moléculas de ARN como molde, es necesario que éstas sean 
retrotranscritas a ADN. La reacción de retrotranscripción genera 
fragmentos de ADN bicatenario complementarios (ADNc) a los ARNm 
presentes en la muestra. 
Para llevar a cabo las reacciones de retrotranscripción, se empleó el kit 
comercial PrimeScript RT-PCR Kit (Takara – ref. RR014B). El kit emplea la 
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (MMLV-
RT) juntamente con cebadores de 6 pares de bases aleatorias (Random 6 
mers) y/o cebadores OligodT complementarios a la cola polyA para llevar a 
cabo la reacción de retrotranscripción. 
Reacción de Retrotranscripción 
Componente Cantidad 
ARN 500 ng  
Tampón PrimeScript 5x 2 µL 
Random 6 mers 0.5 µL 
OligodT 
PrimeScript RT mix 
Agua libre de nucleasas 
0.5 µL 
0.5 µL 
csp 10 µL 
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Condiciones del programa de retrotranscripción 
Reacción de retrotranscripción 37ºC-15’ 
Inacticavión MMLV-RT 85ºC-5’’ 
 
Una vez retrotranscrito, el ADNc se utilizó como molde para su 
cuantificación por qPCR (véase el apartado 3.2.5.2. Reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa). 
 
3.4. Manipulación de proteínas 
3.4.1. Aislamiento de proteínas 
La extracción de proteínas celulares y virales se realizó mediante un 
tampón de lisis rico en SDS. Una vez homogeneizadas las muestras con el 
tampón de lisis, éstas se incubaron durante 10 minutos a 98ºC. A 
continuación, los restos celulares fueron eliminados por centrifugación (5 
minutos a 16.000 g) y las muestras se conservaron a -20ºC. 
Tampón de lisis 
Componente Cantidad 
Tris HCl pH 6.8 50 mM 
SDS 2% 
Glicerol 10% 
Complete Mini Protease Inhibitor 10x (Roche) 1% 
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3.4.2. Cuantificación  de proteínas 
La cuantificación de proteínas se realizó mediante un ensayo colorimétrico 
basado en la reducción mediada por proteínas de Cu2+ a Cu1+ en medio 
alcalino, y la posterior detección colorimétrica del catión Cu+1 por el ácido 
bicinconínico. La cuantificación se llevó a cabo con el kit BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific – ref. 23225) y la lectura de la 
absorbancia de las muestras se realizó a 562nm en el espectofómetro 
Synergy HT (BioTek). 
3.4.3. Western Blot 
La técnica de Western Blot permite la identificación de proteínas 
concretas de una muestra mediante su separación electroforética por 
tamaños y su posterior detección con anticuerpos; véase en el anexo 8.1 la 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la técnica Western Blot. Esta técnica 
comprende 3 fases principales: electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes, transferencia a membrana e inmunodetección. 
3.4.3.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida en 
presencia de agentes desnaturalizantes como el SDS y el DTT. El SDS es 
un detergente capaz de desnaturalizar proteínas rompiendo enlaces no 
covalentes. Por otro lado, el SDS proporciona una carga negativa 
uniforme a las proteínas, de forma que éstas acaban separándose 
únicamente en función de su tamaño. El DTT, por su parte, es un agente 
reductor capaz de romper los puentes disulfuro. Finalmente, los geles de 
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poliacrilamida actúan a modo de tamiz molecular ralentizando el 
movimiento de moléculas grandes y favoreciendo la migración de 
moléculas pequeñas. De esta forma se logra la separación de las proteínas 
de acuerdo a su tamaño cuando éstas son sometidas a un campo eléctrico. 
En este trabajo se cargaron entre 15 µg y 80 µg de proteína. 
Tampón de carga 6x 
Componente Cantidad 
Tris base 300 mM 
SDS 12% 
DTT 600 mM 







Tris base 3 g 
SDS 1 g 
Glicina 14.4 g 
Agua 1L 
 
3.4.3.2. Transferencia a membrana 
Una vez realizada la electroforesis se transfirieron las proteínas a una 
membrana, a fin de poder realizar la inmunodetección. Para ello se colocó 
una membrada de nitrocelulosa (Amersham™ Protran® 0.45 NC 
nitrocellulose Western blotting membranes; GE Healthcare - ref. 10600051) entre 
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el gel y el polo positivo, de manera que las proteínas migraron del gel a la 
membrana al someterse a un campo eléctrico (400 mA - 1h). 
Tampón transferencia 
Componente Cantidad 
Tris base 3 g 
Metanol 200 mL 
Glicina 14.4 g 
Agua 800 mL 
3.4.3.3. Inmunodetección 
La detección de proteínas específicas se realizó mediante el 
reconocimiento de epítopos concretos con anticuerpos. A fin de evitar 
uniones inespecíficas, se incubaron las membranas con las proteínas 
transferidas en una solución de bloqueo (10% de leche desnatada en polvo 
en TBST) durante 1h a temperatura ambiente (TA). A continuación, las 
membranas se incubaron con los anticuerpos de interés 1h a TA o bien 
toda la noche (ON) a 4ºC. Tras eliminar el exceso de anticuerpo mediante 
lavados con TBST, las membranas se incubaron con los correspondientes 
anticuerpos secundarios (anticuerpos conjugados con peroxidasa de 
rábano) 1 h a TA.  
TBST 
Componente Cantidad 
Tris HCl 10 mM 
NaCl 100 mM 
Tween®20 0.1% 
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Finalmente, el revelado de la reacción de inmunodetección se realizó 
mediante el kit Amersham™ ECL Western Blotting Detection Reagent (GE 
Healthcare – ref. RPN2209). En la reacción de revelado, la peroxidasa 
conjugada con el anticuerpo secundario promueve la oxidación del 
luminol al degradar peróxido de oxígeno, y esto produce una reacción de 
quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia se detectó con el lector 
LAS-4000 (Fujifilm). 
La intensidad de las bandas detectadas por inmunodetección se cuantificó 
por densitometría con el programa ImageJ. En todos los casos el valor de 
intensidad de la banda de interés se relativizó al valor de intensidad de la 
banda de GAPDH de la correspondiente muestra. 
3.4.4. Ensayo enzimático de actividad hialuronidasa 
Los ensayos enzimáticos de actividad hialuronidasa llevados a cabo en este 
trabajo se hicieron por medición turbidimétrica de acuerdo con el 
protocolo elaborado por VCN Biosciences. La turbidimetría es una 
técnica analítica basada en la medición de la transmitancia lumínica, que 
varía en función de la turbidez de la muestra. La transmitancia (T) se 
relaciona con la absorbancia (A) mediante la siguiente fórmula: 
           
El ácido hialurónico proporciona turbidez a la muestra, y esta turbidez 
disminuye a medida que el ácido hialurónico es degradado por la actividad 
hialuronidasa. La actividad enzimática puede, por tanto, relacionarse con 
el aumento de la transmitancia y la disminución de la absorbancia de la 
muestra.   
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Para llevar a cabo el ensayo, se recogieron los sobrenadantes de células 
infectadas con adenovirus armados con genes hialuronidasa y se 
centrifugaron (5 minutos a 1200 rpm) para eliminar los restos celulares. 
Tras la centrifugación, las muestras se diluyeron en DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium) o se concentraron mediante concentradores Amicon 
Ultra-15 10k centrifugal filters (Merck Millipore - ref. UFC901024), en 
función de los requerimientos del experimento realizado en cada 
momento. A continuación, las muestras se incubaron con 0.3 mg/ml de 
ácido hialurónico en tampón fosfato. Esta incubación se realizó también 
de manera paralela con estándares de concentración conocida de 
hialuronidasa. La incubación se realizó a 37ºC durante 14h. Transcurrido 
ese tiempo, la reacción se paró mediante una solución de albúmina ácida a 
pH 3,75, y se determinó la absorbancia a 600nm de las muestras y los 
estándares. Los estándares fueron utilizados para generar una recta patrón 
con la que se extrapolaron los valores de absorbancia obtenidos para las 
muestras. En todos los casos se utilizó como control negativo una 
muestra de células infectadas con el HAd-5 salvaje sin armar. Solo se 
consideraron positivas para actividad hialuronidasa aquellas muestras con 
un %T superior aL 130% respecto al control. 
 
3.5. Cultivo celular eucariota 
3.5.1. Líneas celulares utilizadas 
A549. Línea tumoral derivada de un carcinoma de pulmón.                  
Adquirida a través de la ATCC. 
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PANC-1. Línea tumoral derivada de un carcinoma ductal de páncreas. 
Adquirida a través de la ATCC. 
MIAPaCa-2. Línea tumoral derivada de un carcinoma de páncreas. 
Adquirida a través de la ATCC. 
CP15-Luc. Línea tumoral con expresión de luciferasa generada en el 
laboratorio a partir de la línea parenteral CP15 (derivada de un fragmento 
de adenocarcinoma ductal de páncreas perpetuado en ratón [181]). 
NP18. Línea tumoral derivada de una metástasis hepática de un 
adenocarcinoma ductal de páncreas. Cedidas amablemente por el Dr. Gabriel 
Capellà (ICO-IDIBELL, l’Hospitalet de Llobregat). 
HEK293. Línea celular derivada de tejido epitelial de riñón embrionario. 
Se caracteriza por contener un fragmento correspondiente al extremo 5’ 
del genoma del adenovirus 5. Cedidas amablemente por el Dr. Ramon Alemany 
(ICO-IDIBELL, l’Hospitalet de Llobregat). 
HEK293T. Línea idéntica a la anterior excepto que contiene también el 
antígeno T del virus simio 40. Adquirida a través de la ATCC.                 
Todas las líneas utilizadas en el presente trabajo son de origen humano y 
fueron cultivadas en cultivos adherentes a 37ºC y 5% de CO2. Las células 
se cultivaron en DMEM (Gibco™ Dulbecco's Modified Eagle Medium; Thermo 
Fisher Scientific - ref. 41966052) suplementado con un 10% de suero fetal 
bovino (Gibco™ Fetal Bovine Serum; Thermo  Fisher Scientific – ref. 
10270106), 2mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de 
estreptomicina. 
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3.5.2. Transfecciones transitorias 
La introducción de ADN exógeno para su expresión transitoria en células 
se llevó a cabo a través dos procedimientos distintos: transfección 
mediante fosfato cálcico y transfección mediante dendrímeros activados. 
3.5.2.1. Transfección mediante fosfato cálcico 
Esta técnica se fundamenta en la generación de precipitados de fosfato 
cálcico-ADN a partir de la incubación del ADN con una solución de 
cloruro de calcio en un tampón de sales. Dichos precipitados se añaden al 
cultivo y son interiorizados por las células mediante endocitosis.  
Las transfecciónes mediante fosfato cálcico se realizaron siguiendo el 
protocolo asociado al kit CalPhos™ Mammalian Transfection Kit (Clontech® 
Laboratories - ref. 631312). 
3.5.2.2. Transfección mediante dendrímeros activados 
El reactivo comercial SuperFect® es un dendrímero activado con una 
arquitectura esférica y con ramificaciones que nacen de un núcleo central 
y que terminan con grupos amino cargados positivamente. Este agente es 
capaz de unirse al ADN generando estructuras compactas con una carga 
neta positiva que permite la unión a receptores de la superficie celular 
cargados negativamente. Esto conduce a la internalización de los 
complejos por endocitosis no específica. 
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 La transfecciones mediante dendrímero activados se realizaron siguiendo 
el protocolo asociado al producto comercial SuperFect® Transfection Reagent 
(Qiagen - ref. 301305). 
3.5.3. Ensayo de viabilidad celular 
La viabilidad celular in vitro de este trabajo se determinó mediante el 
ensayo de reducción de MTT. Se trata de un ensayo colorimétrico basado 
en la reducción metabólica en la cadena respiratoria mitocondrial del 
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Esta 
reacción da lugar a la formación de cristales insolubles de formazán en 
cantidades proporcionales a la actividad metabólica y al número de células 
vivas del cultivo.  
Este ensayo fue utilizado para determinar la citotoxicidad in vitro de los 
distintos adenovirus empleados en este trabajo y para evaluar el sistema 
suicida LmPDT/F-dAdo  
.De forma general las células objeto de estudio se incubaron con la 
solución de MTT (0.7 mg/mL) durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se 
aspiró la solución de incubación y se añadió el dimetilsulfóxido (DMSO) a 
fin de disolver los cristales de formazán. La lectura de la absorbancia se 
realizó a 550 nm mediante el espectofómetro Synergy HT (BioTek).  
Los valores de viabilidad se representaron relativizados al valor de las 
células control (100% de viabilidad). En los casos correspondientes, se 
determinó la dosis de virus necesaria para eliminar el 50% de las células 
(IC50) por regresión no lineal a partir de las curvas de viabilidad.  
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3.5.4. Análisis de cultivos celulares mediante el 
sistema de análisis de células vivas Incucyte® 
El sistema Incucyte® (Essen Bioscience) es un sistema de imagen y análisis 
que permite la cuantificación de forma automatizada del comportamiento 
celular mediante la adquisición y el análisis de imágenes. Se permite así, 
conseguir información de procesos biológicos activos a tiempo real.  
Este sistema fue empleado para evaluar la proliferación celular en estudios 
de citotoxidad mediada por adenovirus armados con transgenes GFP. 
Asimismo, el sistema se utilizó para analizar la evolución de la expresión 
de los transgenes GFP durante diversos ciclos de replicación viral. La 
monitorización de los cultivos se efectuó tomando imágenes cada 4h 
durante un periodo de 100h tras la infección. 
3.5.5. Análisis de fluorescencia por citometría de 
flujo 
La citometría de flujo es una técnica que permite el estudio de poblaciones 
celulares a partir del estudio individualizado de un gran número de células 
representativo del total de la población. Las células, que deben estar 
disgregadas y en suspensión, van pasando una a una y en un flujo 
constante a través de un pequeño orificio. Sobre este flujo celular 
constante se pueden hacer incidir distintos láseres, cuya dispersión y 
reflexión serán reflejo de las características de las células sobre las que 
incidan.  
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En este trabajo la citometría de flujo fue empleada para la evaluación de 
los niveles de fluorescencia emitida por la proteína verde fluorescente 
(GFP) en células transfectadas con plásmidos GFP o infectadas con 
adenovirus armados con genes GFP. Para ello, las células fueron 
tripsinizadas, resuspendidas en medio de cultivo y fijadas con solución de 
PFA al 4% hasta el momento de su análisis citométrico. Los datos crudos 
obtenidos fueron guardados y procesados mediante el programa FlowJo, y 
posteriormente analizados estadísticamente mediante modelos de 
regresión mixtos resistentes a valores extremos con el programa R. 
Los análisis citométricos del presente trabajo se realizaron con el 
citómetro Attume™ Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems). 
 
3.6. Manipulación de adenovirus 
3.6.1. Generación de genomas adenovirales 
Todos los genomas adenovirales del presente trabajo se generaron 
mediante el sistema AdZ (véase el apartado 3.1.2.2. Sistema AdZ). Las 
construcciones early y late fueron testadas mediante los conjuntos de 
cebadores Step 3/4 Fw/Step 3/4 Rv y RpsLN 3’ Fibra testar Fw/RpsLN 3’ 
Fibra testar Rv, respectivamente (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para 
la modificación de plásmidos según el sistema pAdZ). 
A continuación, se detallan las particularidades de la generación de cada 
constructo. El resumen de todas las construcciones puede verse en la 
Tabla 6. Resumen de las construcciones AdZ del anexo. 




Para la construcción de este genoma se amplificó y purificó el fragmento 
correspondiente al promotor CMV y al gen GFP_opt del plásmido 
miRVec_GFP_opt con los cebadores E4 miARN cua Fw/ E4 miARN cua 
Rv (véase en el anexo la Tabla 3.  Cebadores para la modificación de plásmidos 
según el sistema pAdZ). Estos cebadores contienen colas homólogas a la 
región del genoma adenoviral comprendida entre la unidad transcripcional 
E4 y la ITR derecha. El fragmento amplificado se recombinó en el BAC 
AdZ_E4_rpsL-neo-ITR (previamente generado en el laboratorio por la 
Dra. Maria Rovira) para generar el BAC AdZ_Adwt_E4_GFP_opt_ITR. 
Este constructo se utilizó para la producción del virus 
Adwt_GFP_opt_early. 
AdZ_Adwt_E4_GFP_DEopt_ITR 
Este genoma se generó de la misma forma que el  anteriormente descrito 
AdZ_Adwt_E4_GFP_opt_ITR, con la diferencia que se utilizó el 
plásmido miRVec_GFP_DEopt para amplificar el fragmento de interés. 
Este constructo se utilizó para la producción del virus 
Adwt_GFP_DEopt_early 
AdZ_Adwt_F_GFP_DEopt_E4 
Para la construcción de este genoma, se amplificó y purificó el fragmento 
correspondiente al gen GFP_DEopt del plásmido miRVec_GFP_DEopt 
con los cebadores Fw_Ad_late_pMONO-neo-GFP/ Rv_Ad_late_pMONO-
neo-GFP (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para la modificación de 
plásmidos según el sistema pAdZ). Estos cebadores contienen colas 
homólogas a la región del genoma adenoviral comprendida entre las 
unidades transcripcionales L5 y E4. El fragmento amplificado se 
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recombinó en el BAC AdZ_Adwt_F_rpsL-neo_E4 (previamente 
generado en el laboratorio por la Dra. Maria Rovira) para generar el BAC 
AdZ_Adwt_F_GFP_DEopt_E4. Este constructo se utilizó para la 
producción del virus Adwt_GFP_DEopt_late 
AdZ_Adwt_F_GFP_Adapt_E4 
Para la construcción de este genoma se amplificó y se purificó el 
fragmento correspondiente al gen GFP_Adapt1 del plásmido 
miRVec_GFP_Adapt1 con los cebadores Fiber-GFP Fw/ 
Rv_Ad_late_pMONO-neo-GFP (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para 
la modificación de plásmidos según el sistema pAdZ). Estos cebadores contienen 
colas homólogas a la región del genoma adenoviral comprendida entre las 
unidades transcripcionales L5 y E4. El fragmento amplificado se 
recombinó en el BAC AdZ_F_rpsL-neo-E4 (previamente generado en el 
laboratorio por la Dra. Maria Rovira) para generar el BAC 
AdZ_Adwt_F_GFP_Adapt_E4. Este constructo se utilizó para la 
producción del virus Adwt_GFP_Adapt_late. 
AdZ_ICO15K_F_APIS_BH__E4 
Para la construcción de este genoma se recombinó el gBlock® 
Apis_mellifera (contiene el gen apis_BH flanqueado por secuencias 
homólogas a la región del genoma adenoviral comprendida entre las 
unidades transcripcionales L5 y E4) en el BAC AdZ_ICO15K_F_rpsL-
neo-E4 (cedido amablemente por el Dr. Ramon Alemany) para generar el 
BAC AdZ_ICO15K_F_APIS_BH_E4. Este constructo se utilizó para la 
producción del virus APIS-BH. Véase en el anexo la Tabla 4. gBlocks® Gene 
Fragments. 




Para la construcción de este genoma se procedió igual que en el caso del 
BAC AdZ_ICO15K_F_APIS_BH_E4, con la diferencia que se utilizó el 
gBlock® Apis_melliferea_adapt. Este constructo se utilizó para la generación 
del virus ADAPT-BH. 
AdZ_AdNuPARmE1A_F_PDT_E4 
Para la construcción de este genoma se amplificó y sepurificó el 
fragmento correspondiente al gen PDT del plásmido pcDNA 3.1+/N-
HA-PDT con los cebadores PDT_Cola_Late Fw/ PDT_Cola_Late Rv 
(véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para la modificación de plásmidos según el 
sistema pAdZ). Estos cebadores contienen colas homólogas a la región del 
genoma adenoviral comprendida entre las unidades transcripcionales L5 y 
E4. El fragmento amplificado se recombinó en el BAC 
AdZ_AdNuPARmE1A_F_rpsL-neo-E4 (previamente generado en el 
laboratorio por Agostina Bianchi) para generar el BAC 
AdZ_AdNuPARmE1A_F_PDT_E4. Este constructo se utilizó para la 
producción del virus PDT. 
AdZ_AdNuPARmE1A_F_PDT_Adapt_E4 
Para la construcción de este genoma se recombinó el gBlock® PDT_Adapt 
(contiene el gen PDT_ADAPT flanqueado por secuencias homólogas a la 
región del genoma adenoviral comprendida entre las unidades 
transcripcionales L5 y E4) en el BAC AdZ_AdNuPARmE1A_F_rpsL-
neo-E4 (previamente generado en el laboratorio por Agostina Bianchi) 
para generar el BAC AdZ_AdNuPARmE1A_F_PDT_Adapt_E4. Este 
constructo se utilizó para la producción del virus PDT-ADAPT; véase en 
el anexo la Tabla 4. gBlocks® Gene Fragments.  
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3.6.2. Producción de adenovirus replicativos 
modificados genéticamente. 
La producción de los adenovirus utilizados en este trabajo se llevó a cabo 
en tres fases:   
1. Transfección de células HEK293 con el genoma adenoviral 
contenido en el BAC de la cepa SW102 de interés 
2. Amplificación de las partículas virales en células A549 
3. Purificación de las partículas virales 
3.6.2.1. Transfección de células HEK293 con el genoma 
adenoviral contenido en el BAC de la cepa SW102 de 
interés 
El genoma adenoviral contenido en el BAC de la cepa bacteriana SW102 
se modificó en cada caso mediante el sistema AdZ (véase el apartado 
3.1.2.2. Sistema AdZ). Una vez modificado el BAC se amplificó a gran 
escala (véase el apartado 3.2.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico de células 
procariotas) y se transfectó en células HEK293 mediante Superfect® (véase 
el apartado 3.5.2.2. Transfección mediante dendrímeros activados) Tanto las 
células como el medio de cultivo (conjunto denominado homogenado) 
fueron recogidos cuando se observó efecto citopático completo (entre 5 y 
15 días pos-transfección). 
El homogenado recogido se sometió a 3 ciclos de congelación (a -80ºC) y 
descongelación (a 37ºC) a fin de lisar todas las células, y liberar las 
partículas virales contenidas. Después de los ciclos de congelación y 
descongelación, el homogenado se centrifugó (10 minutos a 600 g) para 
Materiales y Métodos 
78 
 
eliminar los restos celulares y obtener así el denominado sobrenadante del 
homogenado P1.  
3.6.2.2. Amplificación de las partículas virales en células A549    
La amplificación de las partículas virales generadas en el paso anterior se 
realizó infectando con la mitad del volumen del sobrenadante (entre 1 y 2 
mL) células A549 sembradas en una placa p100. Una vez observado 
efecto citopático completo (entre 36h y 96h pos-infección) se procedió 
igual que en el caso anterior para obtener el sobrenadante del 
homogenado P2. A continuación, se infectaron 2 placas p150 de A549 
con 300-1000 µL/placa de sobrenadante del homogenado P2 y, mediante 
el mismo procedimiento, se generó el sobrenadante del homogenado P3. 
Este sobrenadante del homogenado P3 se utilizó para infectar con 25-750 
µL/placa la producción final (entre 13 y 20 placas p150 de A549). Tras la 
observación de efecto citopático se recogió el homogenado, se centrifugó 
(10 minutos a 600g) y se aspiró el sobrenadante. El precipitado celular se 
sometió a tres ciclos de congelación y descongelación, se resuspendendió 
en 5 ml de PBS++ y se centrifugó para eliminar los restos celulares. Así se 
consiguió un número elevado de partículas virales en un volumen 
suficientemente pequeño para poder ser purificado. 
PBS++ 
Componente Cantidad 
PBS 10x 25 ml 




csp 250 ml 
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3.6.2.3. Purificación de las partículas virales 
La suspensión de partículas virales obtenidas en el paso anterior se 
sometió a una doble ultracentrifugación a fin de descartar los restos 
celulares remanentes y las cápsides inmaduras. La primera 
ultracentrifugación se realizó con un gradiente de cloruro de cesio (1.5, 
1.35, 1.25 mg/ml) durante 2h horas y la segunda con un gradiente 
continuo de 1.25 mg/ml durante 24h. Ambas ultracentrifugaciones se 
realizaron a 15ºC y 35.000 rpm. A continuación, la suspensión viral fue 
desalada mediante las columnas de exclusión molecular PD-10 Desalting 
columns (GE Healthcare – ref. 17085101). La fracciones virales eluidas se 
mezclaron con un 10% de glicerol para su conservación y se almacenaron 
a -80ºC. 
3.6.3. Titulación de adenovirus  
La titulación de los adenovirus producidos y purificados se determinó por 
cuantificación de partículas físicas y cuantificación de partículas infectivas.  
3.6.3.1. Titulación de adenovirus por partículas físicas 
La titulación de adenovirus por partículas físicas se llevó a cabo por 
espectrofotometría. Para ello, se preparó para cada virus una batería de 
diluciones del stock viral en tampón de lisis. A continuación, las muestras 
se incubaron durante 10 minutos a 56ºC, para después y leer su densidad 
óptica (DO) a 260 nm en el espectofotómetro NanoDrop™  (Thermo 
Scientific). El título viral se calculó después de la siguiente manera: 
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Tampón de lisis 
Componente Cantidad 
Tris HCl pH 4.8 10 mM 
EDTA 1 mM 
SDS 0.1% 
 
3.6.3.2. Titulación de adenovirus por partículas infectivas 
(PI/mL) 
Con el objetivo de determinar la fracción infectiva del total de partículas 
físicas, se analizaron los genomas virales intracelulares 4 horas pos-
infección (hpi). De forma más concreta se sembraron 50.000 células A549 
por pocillo en placas de 24 pocillos. Transcurridas 18h, se infectaron las 
células con una dilución conocida de los stocks virales a titular. Tras 4h, las 
células se lavaron 3 veces con PBS para eliminar las partículas virales no 
internalizadas y se aisló el ADN intracelular (véase el apartado 3.2.1.3. 
Aislamiento de ADN adenoviral procedente de células infectadas y/o de su 
sobrenadante). Los genomas celulares y virales por qPCR con los cebadores 
S-albumin-qPCR/aS-albumin-qPCR y AdHEXO1/AdHEXO2, 
respectivamente (véase el apartado 3.2.5.2. Reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa y la Tabla 1. Cebadores usados en qPCR del anexo). Mediante 
curvas patrón se extrapoló el número de partículas virales/célula. 
Corrigiendo el valor  de partículas virales/célula por el número de células 
contadas a las 4hpi, y el factor de dilución correspondiente, se obtuvieron 
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los títulos en partículas infectivas (PI)/ml. Los experimentos de titulación 
se repitieron de forma independiente un mínimo de 5 veces. 
3.6.4. Estudios de producción viral 
Para realizar los estudios de producción viral se prepararon las soluciones 
virales a la concentración deseada según las titulaciones por partículas 
infectivas. A continuación, se infectaron las células añadiendo la solución 
viral sobre las mismas. A las 4 hpi, las células se lavaron 3 veces con PBS 
para eliminar las partículas virales no internalizadas. Transcurrido el 
tiempo oportuno en cada caso, se aisló en ADN viral del sobrenadante 
(véase el apartado 3.2.1.3. Aislamiento de ADN adenoviral procedente de células 
infectadas y/o de su sobrenadante) y se analizó por qPCR con los cebadores 
AdHEXO1/AdHEXO2 (véase el apartado 3.2.5.2. Reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa y la Tabla 1. Cebadores usados en qPCR del anexo). 
Mediante curvas patrón se extrapoló la cantidad de partículas virales 
producidas. 
 
3.7. Manipulación animal 
Todos los protocolos y procedimientos de manipulación animal se 
desarrollaron siguiendo las directrices de la Unión Europea para el 
correcto cuidado y manipulación de animales de laboratorio 
86/609/ECC. Asimismo, todos ellos fueron aprobados, previamente a su 
implementación, por el Comité Ético de Experimentación Animal 
(CEEA) de la Universitat de Barcelona y el Departament de Territori i 
Sostenibilitat de la Generalitat de Catalunya.  
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Los animales utilizados en el presente trabajo fueron ratones 
inmunodeprimidos de la cepa Athymic Nude Foxn1nu/nu de 6 semanas 
adquiridos a través de Envigo y estabulados en condiciones SPF (Specific 
Pathogen Free) en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universitat 
de Barcelona. Esta cepa se caracteriza por la falta de respuesta inmunitaria 
adquirida, lo cual permite la inoculación de células de otras especies ya que 
no generan rechazo. 
3.7.1. Generación y seguimiento de tumores 
subcutáneos 
3.7.1.1. Generación de tumores subcutáneos a partir de células 
tumorales 
La generación de tumores subcutáneos a partir de líneas celulares 
tumorales se realizó mediante inyección subcutánea en sendos cuartos 
traseros de 2 millones de células homogeneizadas en DMEM sin 
suplementar y en una dilución 1:1 con Matrigel® Basement Membrane Matrix 
(Corning® - ref. 354234). La inyección se realizó con agujas de 29G con el 
animal anestesiado.  
3.7.1.2. Seguimiento de la progresión tumoral 
El crecimiento tumoral se monitorizó tomando medidas de forma directa 
mediante un pie de rey y calculando el volumen tumoral con la siguiente 
fórmula: 
Volumen tumoral = (D x d x π) / 6 
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Los animales fueron sacrificados al final del experimento o bien cuando 
los criterios éticos de bienestar animal así lo requirieron. 
3.7.2. Administración sistémica de virus  
La administración sistémica de los virus se realizó por vía endovenosa 
mediante inyección en una de las venas laterales de la cola con agujas de 
29G. La administración se llevó a cabo inmovilizando el animal y 
vasodilatando la vena mediante la aplicación de calor. 
La dosis de virus administrada fue de 4 x 1010 vp/animal en solución 
salina en un volumen total de 100 µl/animal. 
 
3.8. Técnicas histológicas 
3.8.1. Extracción y preparación de las muestras 
Los tumores subcutáneos fueron obtenidos por resección quirúrgica tras 
sacrificar el animal por dislocación cervical. Inmediatamente después de la 
extracción, los tumores fueron fijados en una solución de 
paraformaldehido al 4% a TA durante 24 h, y posteriormente conservados 
en tampón fosfato salino a 4ºC hasta su inclusión en parafina. A partir de 
los bloques de parafina se realizaron cortes de secciones de 5 µm de 
grosor que fueron colocadas en porta-objetos para su posterior tinción. 
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3.8.2. Tinciones histológicas 
3.8.2.1. Tinciones generales 
Las tinciones generales se basan en la utilización de colorantes para teñir 
las distintas estructuras tisulares. A nivel molecular, los colorantes 
presentan un componente responsable de la aportación de color 
(cromógeno), y otro que permite la unión a las diferentes estructuras 
tisulares en función de su naturaleza química (auxocromo).  
a) Hematoxilina - Eosina  
Esta tinción se basa en el uso de un colorante básico (hematoxilina) y un 
colorante ácido (eosina). La hematoxilina tiene afinidad por las estructuras 
ácidas celulares, de forma que se une fuertemente a las moléculas de ADN 
haciendo así que los núcleos celulares se tiñan de color morado. Por su 
parte, la eosina tiene afinidad por estructuras básicas como el citoplasma 
celular, que adquiere un color rosado cuando se realiza esta tinción.  
Todas las tinciones de hematoxilina-eosina de este trabajo fueron llevadas 
a cabo por el Servicio del Biobanco del Hospital Clínic de Barcelona – 
IDIBAPS. 
a) Tinción tricrómica de Masson 
La tinción tricrómica de Masson se emplea para la detección de tejido 
conectivo, especialmente fibras de colágeno. Esta tinción se caracteriza 
por emplear tres colorantes que generalmente son la hematoxilina, la 
Ponceau-fucsina y el verde luz. De esta forma se logra teñir los núcleos de 
color morado-negro, el citoplasma, el músculo y los glóbulos rojos de 
color rosa-rojo, y el colágeno de una tonalidad verde-azul.  
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Todas las tinciones tricrómicas de Masson de este trabajo fueron llevadas 
a cabo por el Servicio del Biobanco del Hospital Clínic de Barcelona – 
IDIBAPS. 
3.8.2.2. Tinciones específicas 
Las tinciones específicas permiten la detección de componentes concretos 
de la sección histológica mediante el uso de anticuerpos o proteínas de 
unión específicas. 
a) Tinción de ácido hialurónico 
La detección de ácido hialurónico en las muestras de tejido tumoral se 
realizó siguiendo un procedimiento basado en el protocolo estándar de 
histoquímica.  
Desparafinado e hidratación 
Las secciones se desparafinaron e hidrataron por inmersión durante 10’ en 
la siguiente batería de soluciones: 
- Xilol I 
- Xilol II 
- Xilol III 
- Etanol 100º I 
- Etanol 100º II 
- Etanol 96º 
- Etanol 70º 
- Etanol 50º 
- Agua 




A fin de evitar el marcaje inespecífico y obtener una tinción más limpia, 
las secciones se incubaron con una solución de bloqueo rica en albúmina 
que permite saturar los posibles sitios de unión inespecífica.  







csp 100 µl/sección 
 
Marcaje 
El marcaje de ácido hialurónico se realizó mediante una proteína de unión 
a ácido hialurónico (HABP; Merck-Millipore – ref. 385911). Se trata de 
una proteína biotinilada capaz de reconocer con alta afinidad y 
especificidad las moléculas de ácido hialurónico. La detección se llevó a 
cabo incubando las secciones con la HABP a una concentración de 5 
ug/ml en una solución de PBS – 01% BSA durante toda la noche a 4ºC. 
Bloqueo de las peroxidasas endógenas y revelado 
Previamente al revelado de la reacción, se bloquearon las peroxidasas 
endógenas de la muestra para evitar el marcaje inespecífico. El bloqueo se 
realizó incubando las secciones durante 10’ con un reactivo de bloqueo 
comercial (Dual Endogenous Enzyme-Blocking Reagent, Agilent – ref. 
S200380). A continuación, se reveló de la reacción mediante los kits 
Vectastain® ABC kit (Vector Laboratories - ref. PK-4000) y Vector® DAB 
Substrate kit (Vector Laboratories - ref. SK-4100) siguiendo las 
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indicaciones del fabricante. Tras el revelado, las muestras se contra-
tiñeron con hematoxilina. 
Deshidratación y montaje 
El deshidratado de las secciones se realizó por inmersión durante 5’ en la 
siguiente batería de soluciones: 
- Etanol 100º I 
- Etanol 100º II 
- Etanol 100º III 
- Xilol I 
- Xilol II 
- Xilol III 
Finalmente se realizó el montaje de las muestras con DPX mounting medium 
(Fluka – ref. 44581). 
b) Inmunodetección de citoqueratina 19 
Las citoqueratinas son proteínas fibrosas que componen los filamentos 
intermedios del citoqesqueleto. La citoqueratina 19 (CK19) se expresa en 
un gran número de epitelios y es utilizada como biomarcador tumoral en 
distintos tipos de cáncer. 
La inmunodetección de este marcador en las muestras de tejido tumoral se 
realizó siguiendo un procedimiento basado en el protocolo estándar de 
histoquímica.  
Desparafinado e hidratación 
Véase apartado 3.8.2.2. a) Tinción de ácido hialurónico. 
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Recuperación antigénica  
La fijación del tejido con paraformaldehído así como su inclusión en 
parafina puede alterar la estructura proteica y conllevar que determinados 
antígenos pierdan su reactividad inmunológica. A fin de restaurar la 
conformación de los epítopos se realizó un proceso de recuperación 
antigénica. Para ello se hirvieron las secciones histológicas en una olla a 
presión con solución tampón citrato durante 5’. Transcurrido ese tiempo 
las muestras se dejaron atemperar.  
Tampón citrato 
Componente Cantidad 
Citrate buffer pH 6, 10x antigen retrieval (Sigma) 200 ml 
Agua destilada 1800 mL 
 
Bloqueo  
Véase apartado 3.8.2.2. a) Tinción de ácido hialurónico. 
Marcaje 
El marcaje de CK19 se realizó mediante el anticuerpo Recombinant Anti-
Cytokeratin 19 antibody [EP1580Y] - Cytoskeleton Marker (Abcam). La 
inmunodetección se llevó a cabo incubando las secciones con una dilución 
1:500 del anticuerpo en una solución de PBS – 0.1% BSA durante toda la 
noche a 4ºC. 
Bloqueo de las peroxidasas endógenas y revelado 
El bloqueo de las peroxidasas endógenas se realizó siguiendo el 
procedimiento descrito en el apartado 3.8.2.2. a) Tinción de ácido hialurónico. 
A continuación, el revelado se llevó a cabo con el kit Dako EnVision® + 
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Dual Link System-HRP (DAB+) (Dako) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Tras el revelado las muestras se contra-tiñeron con 
hematoxilina. 
Deshidratación y montaje 
Véase apartado 3.8.2.2. a) Tinción de ácido hialurónico. 
3.8.3. Análisis y cuantificación de histologías 
El análisis de los cortes histológicos teñidos se realizó por microscopía 
con el microscopio Nicon e600. Para la cuantificación de los marcajes, se 
obtuvieron imágenes de cinco campos por muestra en un mínimo de tres 
muestras por condición. Para cada marcaje todas las imágenes fueron 
adquiridas en las mismas condiciones. La cuantificación de las imágenes se 
realizó mediante el programa ImageJ. 
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3.9. Análisis bioinformático 
3.9.1. Caracterización bioinformática de genes 
virales y transgenes 
3.9.1.1. Análisis del uso de codones mediante Análisis de 
Componentes Principales 
El Análisis de Componentes Principales (PCA) es un método que permite 
el análisis exploratorio de datos y facilita la visualización de la variación 
presente en el conjunto de una forma simplificada pero que a su vez 
conserva toda la información. El empleo de este método es especialmente 
útil para el análisis de conjuntos de datos con un elevado número de 
variables. 
En el presente trabajo se empleó el PCA para el estudio del uso de 
codones de distintos conjuntos de genes. Para ello se utilizaron los valores 
de frecuencia relativa por aminoácido de cada codón para cada gen como 
variables. El análisis y su representación se llevaron a cabo utilizando el 
paquete “pcaMethods” del programa R v3.2.3 mediante scripts modificados a 
partir de los originalmente generados por el Dr. Eneko Villanueva. 
3.9.1.2. Análisis del índice de adaptación del uso de codones 
El índice de adaptación del uso de codones (CAI) es una medida 
ampliamente utilizada para determinar la desviación de un gen en su uso 
de codones respecto a un conjunto de genes de referencia. Su valor oscila 
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entre 0 y 1, entendiéndose que cuánto más próximo es el valor de CAI a 1 
para una secuencia dada, más semejante es ésta al conjunto de genes de 
referencia.  
En el presente trabajo se ha utilizado el valor de CAI, como parámetro 
complementario al contenido en GC3, para determinar el grado de 
optimización de los genes estudiados. El análisis de CAI se realizó a través 
de la plataforma web http://genomes.urv.es/CAIcal [182]. Como 
referencia se utilizó el conjunto de genes representativo de la especie 
humana de la base de datos Codon Usage Database.[183] La representación 
gráfica se realizó con el programa R v3.2.3 mediante scripts modificados a 
partir de los originalmente generados por el Dr. Eneko Villanueva. 
3.9.1.3. Análisis del índice de adaptación del uso de ARNt 
El índice de adaptación de ARNt (tAI) es un parámetro que describe la 
eficiencia traduccional de un gen dado teniendo en cuenta el grado de 
adaptación de sus codones al pool de ARNts de la célula. En este trabajo el 
tAI se analizó en base al estudio publicado por Dos Rei et al. en el que se 
otorga a cada codón un valor de tAI [167]. La representación gráfica se 
realizó con el programa R v3.2.3 mediante el paquete “plotrix”. 
3.9.1.4. Análisis de la distribución de codones a lo largo de la 
secuencia 
El análisis de la distribución de los codones para alanina y prolina de los 
genes hialuronidasa se llevó a cabo utilizando los paquetes “seqinir”, 
“stringi” y “Biostrings” del programa R v3.2.3.  
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3.9.2. Representación gráfica y análisis estadístico 
de los datos experimentales 
3.9.2.1. Representación gráfica y análisis de comparación de 
medias 
Los datos experimentales del presente trabajo se muestran en su mayoría 
como diagramas de dispersión o diagramas de barras que representan la 
media ± su error estándar medio (SEM). En lo que al estudio de la 
significancia estadística se refiere, debido al relativo bajo número de 
réplicas experimentales, no puede asumirse distribución normal de la 
muestra. En consecuencia se han aplicado tests estadísticos no 
paramétricos: test de Mann-Whitney, test de Wilcoxon y test de Tukey 
Kramer. Tanto para la representación como para el análisis estadístico se 
ha utilizado el programa GraphPad Prism. 
En el presente trabajo se han considerado diferencias estadísticamente 
significativas aquellas con un p valor inferior a 0.05.  
3.9.2.2. Análisis de los datos derivados de estudios por 
citometría de flujo 
Los datos obtenidos mediante citometría de flujo se analizaron siguiendo 
un modelo lineal mixto. El estudio de significancia estadística de las 
diferencias entre las medias se realizó mediante el test Tukey-kramer. 
Todo el análisis se llevó a cabo utilizando los paquetes “nlme” y 
“multicomp” del programa R v3.2.3 mediante scripts modificados a partir de 
los originalmente generados  por el Dr. Eneko Villanueva. 
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3.9.2.3. Análisis de la progresión tumoral 
Los datos de progresión tumoral obtenidos se analizaron siguiendo un 
modelo lineal mixto que permite el estudio de la progresión del 
crecimiento tumoral, al tiempo que se corrige respecto a la correlación 
debida a las medidas repetidas de cada tumor durante el periodo 
experimental. El estudio de significancia estadística de las diferencias entre 
los distintos tratamientos se realizó mediante el test Tukey-kramer. Todo 
el análisis se llevó a cabo utilizando los paquetes “arm” y “multicomp” del 
programa R v3.2.3 mediante scripts modificados a partir de los 






















4.1. Evaluación de la repercusión del uso 
de codones de transgenes armados en 
adenovirus oncolíticos 
La viroterapia oncolítica, como cualquier aproximación terapéutica, se 
basa en dos pilares fundamentales: la seguridad y la eficacia. Si bien para 
esta estrategia han sido numerosos los avances durante las últimas décadas 
en términos de seguridad, la eficacia parece seguir siendo su talón de 
Aquiles. 
En este sentido, armar el genoma adenoviral con transgenes terapéuticos 
que ofrezcan una función adicional en el nicho tumoral constituye una de 
las estrategias más atractivas y prometedoras. Sin embargo, este abordaje, 
aunque aparentemente sencillo en concepto, puede resultar un reto a la 
hora de ponerlo en práctica. Entre las limitaciones más estudiadas se 
encuentra la capacidad de encapsidación del adenovirus, que no permite 
un aumento del genoma viral de más del 105% [128]. Por otro lado, 




el uso de codones como mecanismo para optimizar el reparto de los 
recursos traduccionales de la célula [147]. En este contexto, se ha 
postulado que la incorporación de transgenes terapéuticos podría influir 
en el equilibrio de la oferta y la demanda de dichos recursos. Así, en el 
presente trabajo nos hemos planteado dar respuesta a esta hipótesis a fin 
de contribuir a desvelar los aspectos que resultan críticos en el diseño de 
adenovirus oncolíticos armados. 
4.1.1. Los niveles máximos de expresión de un 
transgén se obtienen optimizando su uso de 
codones y expresándolo bajo el control del 
MLP 
Con el fin de estudiar el impacto del uso de codones de un transgén 
armado en el genoma del HAdV-5, seleccionamos dos genes GFP con 
distinto uso de codones pero codificantes para la misma proteína verde 
fluorescente (GFP) (Fig. 4.1 A, Anexos 8.2.1 y 8.2.2.). Así, seleccionamos 
un gen GFP con un uso de codones optimizado –rico en codones GC3- y 
equivalente al comúnmente utilizado gen EGFP; a este gen lo 
denominamos GFP_opt. Por otro lado, seleccionamos un gen más 
desoptimizado –pobre en codones GC3- al que denominamos 
GFP_DEopt. Además de con el contenido en GC3, el distinto grado de 
optimización de ambos genes se evidenció a través del análisis CAI a lo 
largo de la secuencia. Este análisis mostró valores de CAI inferiores a lo 
largo de toda la secuencia para el gen GFP_DEopt respecto al gen 






Figura 4.1| Los genes GFP_opt y GFP_DEopt codifican la misma proteína pero 
presentan distinto grado de optimización. A) Esquema representativo del diseño 
experimental. B) Comparación de CAI a lo largo de la secuencia de los genes GFP_opt y 
GFP_DEopt. Los valores de CAI de cada codón se muestran suavizados para facilitar su 
interpretación. Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno 
de los genes.  
 
A continuación, analizamos las características de los genes GFP_DEopt y 
GFP_opt en relación a los genes adenovirales. En primer lugar, analizamos 
el CAI global de ambos genes en relación al CAI de los genes del HAdV-
5. Este estudió mostró un valor de CAI para el gen GFP_DEopt similar al 
de aquellos genes adenovirales con valores más altos de CAI. El gen 
GFP_opt, por su parte, mostró un valor de CAI muy superior al de los 
genes adenovirales y acorde a su elevado contenido en GC3 (Fig. 4.2 A).  
Tras el análisis de CAI, estudiamos el uso de codones y el grado de 
optimización mediante PCA. Para ello, primero determinamos la 
frecuencia relativa por aminoácido de cada codón para cada uno de los 
genes. A continuación, los datos de frecuencia los utilizamos como 
descriptores de los genes en el PCA. El análisis puso de manifiesto un uso 
de codones para el gen GFP_DEopt similar al del conjunto de genes 












AT3. Por otra parte, el análisis reveló un uso de codones para el gen 
GFP_opt similar al de los genes estructurales del adenovirus, pero con un 
uso aún más acusado de codones GC3 (Fig. 4.2 B).   
 
Figura 4.2|Los genes GFP_opt y GFP_DEopt presentan patrones de uso de 
codones similares a los genes tardíos y tempranos adenovirales, respectivamente. 
A) Estudio global del CAI de los genes GFP_opt y GFP_DEopt  en relación a los genes 
adenovirales. B) Estudio del uso de codones mediante PCA de los genes GFP_OPT y 
GFP_Deopt en relación a los genes adenovirales. En el panel de la izquierda se muestran 
los codones, cuyas frecuencias relativas por aminoácido se han utilizado como 
descriptores. En el panel de la derecha se muestran los genes analizados. El PC1 separa 






Tras la caracterización bioinformática inicial de ambos genes, estudiamos 
el impacto del uso de codones sobre la expresión de GFP en un contexto 
no viral. Para ello, generamos dos plásmidos de expresión con sendas 
secuencias génicas controladas bajo el promotor constitutivo CMV 
(citomegalovirus) (Fig. 4.3 A). Transfectamos ambos plásmidos de 
expresión en la línea celular HEK293T y 48h pos-transfección evaluamos 
los niveles de fluorescencia por citometría de flujo. Los niveles de 
expresión de GFP resultaron superiores en las células transfectadas con el 
gen GFP_opt (Fig. 4.3 B), de acuerdo a su elevado grado de optimización.  
 
Figura 4.3|El gen GFP_opt presenta mayor capacidad de expresión respecto al 
gen GFP_DEopt en un contexto no viral. A) Representación esquemática de los 






48h pos-transfección analizados por citometría de flujo en células 293T transfectadas con 
los plásmidos de expresión miRVec_GFP_opt y miRVec_GFP_DEopt.  
Los datos corresponden a los valores individuales por célula de 4 experimentos independientes. 
  
A continuación, evaluamos el impacto del distinto uso de codones en un 
contexto viral. En consonancia al distinto uso de codones de los genes 
tempranos y tardíos del adenovirus [147], estudiamos si el uso de codones 
del transgén tenía un impacto distinto en función del momento de 
expresión de éste. Para ello, generamos con cada uno de los transgenes, 
GFP_opt y GFP_DEopt, un virus que expresara el transgén en la fase tardía 
o late (con el transgén bajo el control del MLP) y un virus que expresara el 
transgén en la fase temprana o early (con el transgén bajo el control del 
promotor constitutivo CMV) (Fig. 4.4). En todos los casos se utilizó el 
virus HAdV-5 (denominado Adwt en los resultados que constan a 






Figura 4.4| Representación esquemática de los virus armados con transgenes 
GFP. Los esquemas muestran el lugar de incorporación de los transgenes GFP en cada 
una de las construcciones virales. Las construcciones early presentan el transgén 
controlado bajo el promotor CMV mientras que las construcciones late incorporan el 






En primer lugar, utilizamos la pareja de virus Adwt_GFP_opt_early y 
Adwt_GFP_opt_late para infectar células A549 con 10 PI/célula. A 
continuación, comparamos por citometría de flujo la expresión de GFP 
(Fig. 4.5 A). En términos cinéticos, la fluorescencia se detectó antes (a las 
8 hpi) en las células infectadas con el virus Adwt_GFP_opt_early, de 
acuerdo con la naturaleza constitutiva del promotor CMV. Sin embargo, a 
tiempos tardíos, 24 hpi y 36 hpi, los niveles de expresión fueron 
significativamente superiores en las células infectadas con el virus 
Adwt_GFP_opt_late. (Fig. 4.5 A). Resultados similares se obtuvieron con 
la pareja de virus Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late, 
pese a que las diferencias a tiempos tardíos no fueron significativas (Fig. 
4.5 B). La evolución de los niveles fluorescencia concordó con los niveles 
de ARNm en los distintos puntos del ciclo de replicación, tanto para el 
transgén GFP_opt (Fig. 4.5 C) como para el transgén GFP_DEopt (Fig. 4.5 
D).  
Tras comparar individualmente cada transgén, realizamos un análisis de la 
expresión de GFP a tiempo real con los 4 virus en paralelo. Para ello 
infectamos células A549 con 5 PI/célula y monitorizamos la evolución de 
la expresión de GFP tomando imágenes cada 4h por un periodo total de 
100h con el sistema Incucyte™. Este estudio mostró que, tras repetidos 
ciclos de replicación viral, los niveles de expresión del transgén son 
superiores cuando éste se expresa en late. Asimismo, el estudio puso de 
manifiesto que en un contexto viral las diferencias de expresión asociadas 
al uso de codones se acentúan, obteniendo niveles de fluorescencia hasta 2 
órdenes de magnitud superiores con los virus GFP_opt en relación a los 





Figura 4.5| Los niveles de expresión de GFP son superiores con el transgén 
controlado bajo el MLP en comparación a cuando se controla bajo el promotor 
CMV. A-B) Comparación de los niveles de GFP por citometría de flujo a diferentes 
puntos del ciclo de replicación adenoviral en células A549 infectadas con los virus 
Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late (A) y con los virus 
Adwt_GFP_DEopt_early (B). C-D) Comparación de los niveles de ARNm qPCR a 
diferentes puntos del ciclo de replicación adenoviral en células A549 infectadas con los 
virus Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late (C) y con los virus 
Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late (D). 
Las células se infectaron a una dosis de 10 PI/célula. 
















































































































































Figura 4.6| Los niveles de expresión alcanzados por el transgén GFP_opt son 
superiores a los alcanzados por el transgén GFP_DEopt, independientemente de 
su lugar de inserción en el genomal adenoviral. Análisis de los niveles de GFP a 
tiempo real mediante el sistema Incucyte™ en células A549 infectadas con 5 PI/célula de 
Adwt_GFP_opt_early, Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_early, 
Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt.  
Los datos se muestras como la media ±SEM de cuatro experimentos independientes. 
 
En conjunto, estos resultados corroboraron que en un sistema viral la 
optimización de codones de los transgenes se correlaciona con su 
capacidad de expresión. Por otro lado, mostraron el gran potencial de 
expresión que supone expresar transgenes bajo el control del MLP. 



























































4.1.2. La incorporación de un transgén altamente 
optimizado bajo el control del MLP interfiere 
con la expresión de proteínas estructurales y 
la capacidad replicativa del adenovirus 
A continuación, evaluamos los efectos del uso de codones y del momento 
de expresión de los transgenes sobre la biología del virus. 
Primeramente, estudiamos si la inclusión de los transgenes bajo el 
promotor CMV o bajo el MLP tenía implicaciones en la replicación del 
genoma adenoviral. Para ello, infectamos células A549 con 10 PI/célula 
con los virus Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late, y 
determinamos mediante qPCR el contenido de ADN viral intracelular a 
distintos puntos del ciclo de replicación. No se observaron diferencias en 
el proceso de replicación del genoma adenoviral entre ambos virus (Fig. 
4.7 A). El mismo experimento se realizó con la pareja de virus 
Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late sin encontrarse 
tampoco diferencias (Fig. 4.7 B). De este modo, los resultados sugirieron 
que ni el uso de codones ni la fase de expresión del transgén condicionan 
la replicación del ADN viral. 
A continuación, evaluamos el número de genomas adenovirales liberados 
al medio extracelular 36 hpi. Este estudió reveló una caída de cerca de 10 
veces en la capacidad de producir nuevas partículas virales en el virus 
Adwt_GFP_opt_late respecto al virus Adwt_GFP_opt_early (Fig 4.7 C). 
Sin embargo, cuando evaluamos esta capacidad en los virus 
Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late no se encontraron 





Figura 4.7| El transgén GFP_opt en late provoca una reducción de la capacidad 
replicativa del virus. A-B) Comparación de los genomas adenovirales intracelulares por 
qPCR a distintos puntos del ciclo de replicación en células infectadas con 
Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late (A) y con Adwt_GFP_DEopt_early y 
Adwt_GFP_DEopt_late (B). C-D) Comparación por qPCR de los genomas 
adenovirales extracelulares 36hpi en los sobrenadantes de células infectaadas con 
Adwt_GFP_opt_early y Adwt:_GFP_opt_late (C) y con Adwt_GFP_DEopt_early y 
Adwt_GFP_DEopt_late (D).  
En todos los casos se infectaron células A549 con 10 PI/célula. 
Los datos se muestras como la media ±SEM de 4 experimentos independientes. 
*p<0.05 
 
Dado que como habíamos demostrado anteriormente las diferencias de 
producción de nuevas partículas virales entre los virus 
Adwt_GFP_opt_late y Adwt_GFP_opt_early no podían venir dadas por 
diferencias en la replicación del genoma, evaluamos si podían estar 
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relacionadas con diferencias en la producción del ARNm y/o de las 
proteínas virales. 
Para ello, analizamos, en primer lugar, el contenido de ARNm de dos de 
las principales proteínas de la cápside viral, el hexón y la fibra, 36 hpi. El 
análisis puso en relieve una disminución de un 50% en los niveles de 
ARNm del hexón en el virus Adwt_GFP_opt_late respecto a su 
homólogo early. Por su parte el contenido de ARNm del gen de la fibra no 
mostró diferencias significativas (Fig. 4.8 A). En cuanto a los virus 
GFP_DEopt, no se observaron diferencias en los niveles de ARNm ni 
para el hexón ni para la fibra, acorde con la ausencia de diferencias en su 
capacidad de producción de nuevas partículas virales (Fig. 4.8 B).  
Tras esta observación, analizamos los niveles de proteína de los 
principales componentes de la cápside por Western Blot. En la 
comparación de los virus GFP_opt las diferencias en los niveles de 
ARNm del hexón no se tradujeron en diferencias a nivel proteico, tal vez 
porque de forma natural el virus produce más moléculas de ARNm de las 
que son necesarias para saturar la maquinaria de traducción y/o por una 
cuestión de sensibilidad de la técnica. Sin embargo, si se observaron caídas 
en el caso de proteínas con un uso de codones más sesgado hacia codones 
GC3 como es el caso del pentón y las proteínas pIIIa y V. Para la fibra, 
pobre en codones GC3, no se encontraron diferencias (Fig. 4.8 C). En 
cuanto a los virus GFP_DEopt, de acuerdo a los resultados anteriores, no 







Figura 4.8| La reducción de la capacidad replicativa del virus Adwt_GFPopt 
deriva de una menor producción de proteínas virales. A-B) Análisis mediante RT-
qPCR de los niveles de ARNm de hexón y fibra de células infectadas con 
Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late (A) y con Adwt_GFP_DEopt_early y 
Adwt_GFP_DEopt_late (B). C-D) Análisis mediante WB de las principales proteínas de 
la cápside adenoviral en células infectadas con con Adwt_GFP_opt_early y 
Adwt_GFP_opt_late (C) y con Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late 
(D). 
En todos los casos se infectaron células A549 con 10 PI/célula. 
Los datos se muestras como la media ±SEM de  un mínimo de 6 experimentos independientes. 
*P<0.05 
 
A continuación, nos propusimos estudiar el efecto de los 4 virus sobre la 
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tiempo real con el sistema Incucyte™. Para ello, se infectaron células 
A549 con 5 PI/célula de los distintos virus GFP. El seguimiento se realizó 
tomando imágenes cada 4h durante un periodo total de 100 h. El estudio 
demostró una incapacidad evidente del virus Adwt_GFP_opt_late para 
controlar la proliferación de las células tumorales. Contrariamente, los 
virus Adtwt_GFP_opt_early, Adwt_GFP_DEopt_early y 
Adwt_GFP_DEopt_late mostraron una capacidad lítica equivalente a la 
del virus no armado (Adwt), sugiriendo una ausencia de efecto por parte 
del transgén sobre la capacidad replicativa del virus (Fig. 4.9).  
 
Figura 4.9| El virus armado en late con el transgén GFP optimizado 
(Adwt_GFP_opt_late) no es capaz de controlar la proliferación de las células 
tumorales. Análisis de los niveles de confluencia celular a tiempo real mediante el 
sistema Incucyte™ en células A549 infectadas con 5 PI/célula de Adwt_GFP_opt_early, 
Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_early, Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt.  
Los datos se muestras como la media ±SEM de cuatro experimentos independientes. 




































Estos resultados sugirieron así que el uso de codones de los transgenes 
expresados en late puede resultar crítico para el fitness viral mientras que 
carecería de efecto cuando el transgén se expresa en early. 
4.1.3. Un uso de codones adaptado al virus permite 
un compromiso entre la expresión de GFP en 
late y la producción de partículas virales. 
Los resultados obtenidos hasta el momento mostraban que el uso de 
codones de transgenes armados bajo MLP estaría influenciando la 
capacidad de producción de nuevas partículas virales del adenovirus. 
Considerando este escenario, nos propusimos estudiar si era posible llegar 
a un compromiso para expresar eficientemente un transgén en late sin 
perjudicar el fitness viral.  
Para ello diseñamos 3 nuevos genes GFP a partir de los genes GFP_opt y 
GFP_DEopt. Los nuevos genes se diseñaron sustituyendo un tercio de la 
secuencia GFP_DEopt por la equivalente del gen GFP_opt. Así, diseñamos 
un gen con el primer tercio de secuencia optimizado (Adapt1), otro con el 
tercio central optimizado (Adapt2) y otro con el último tercio optimizado 
(Adapt3) (Fig. 4.10 A-B). Los análisis de CAI evidenciaron la optimización 
de las nuevas secuencias respecto a GFP_DEopt (Fig. 4.10 C-D). El PCA 
visualizó también esa modificación del grado de optimización, mostrando 
un uso intermedio de codones GC3 para los nuevos genes en relación a 





Figura 4.10| Los genes Adapt1, Adapt2 y Adapt3 presentan un grado de 
optimización intermedio respecto a los genes GFP_opt y GFP_DEopt. A) 
Esquema representativo de las nuevas secuencias generadas a partir de los genes GFP_opt 
y GFP_DEopt. B) Esquema representativo del diseño experimental. C) Comparación de 
CAI a lo largo de la secuencia de los genes GFP_opt, GFP_DEopt, Adapt1, Adapt2 y 
Adapt3. Los valores de CAI de cada codón se muestran suavizados para facilitar su 
interpretación. Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno 
de los genes. D) Estudio global del CAI de los genes GFP en relación a los genes 
adenovirales. E) Estudio del uso de codones mediante PCA de los distintos genes GFP 
GFP_DEoptGFP_opt Adapt_15- -3
GFP_optGFP_DEopt Adapt_35- -3




















en relación a los genes adenovirales. Los genes Adapt1, Adapt2 y Adapt3 se representan 
como A1, A2 y A3, respectivamente. 
 
Tras los análisis in silico, generamos tres nuevos plásmidos de expresión: 
miRVec_GFP_Adapt1, miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adapt3 
(Fig. 4.11 A).   
En primer lugar, evaluamos el potencial de expresión de cada gen GFP en 
un contexto no viral. Para ello, tal y como ya habíamos hecho 
anteriormente, transfectamos células HEK293T con los distintos 
plásmidos de expresión y analizamos los niveles de fluorescencia por 
citometría de flujo 48h pos-transfección. Este estudio mostró que los 3 
nuevos genes diseñados presentaban un potencial de expresión intermedio 
entre los genes GFP_opt y GFP_DEopt (Fig. 4.11 B). Dados estos 
resultados y teniendo en cuenta la cercanía de los tres genes Adapt en el 
PCA, seleccionamos el gen con mejor capacidad de expresión (Adapt1) 






Figura 4.11| Los genes Adapt1, Adapt2 y Adapt3 presentan unos niveles de 
expresión intermedios respecto a los genes GFP_opt y GFP_DEopt en un 
contexto no viral. A) Representación esquemática de los nuevos plásmidos de expresión 
generados: miRVec_GFP_Adap1, miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adap3. B) 
Niveles de GFP 48h pos-transfección analizados por citometría de flujo en células 
HEK293T transfectadas con los plásmidos de expresión  miRVec_GFP_opt, 
miRVec_GFP_Adap1, miRVec_GFP_Adapt2, miRVec_GFP_Adap3, y 
miRVec_GFP_Deopt.  
Los datos corresponden a los valores individuales por célula de 4 experimentos independientes.  
 
Utilizamos el virus Adwt_GFP_adapt_late junto con los virus 
Adwt_GFP_opt_late y Adwt_GFP_DEopt_late para infectar células 







Figura 4.12│ Representación esquemática de los virus armados con transgenes 
GFP en late. Los esquemas muestran los distintos transgenes GFP incorporados bajo el 
control del MLP como una forma más de splicing después del gen de la fibra. 
 
A las 48 hpi, analizamos la expresión de GFP por citometría de flujo y la 
liberación de partículas virales al medio extracelular por qPCR. La 
expresión de GFP en las células infectadas con el virus 
Adwt_GFP_adapt_late fue superior a la de las células infectadas con el 
virus Adwt_GFP_DEopt_late (Fig 4.13 A), de acuerdo a mayor grado de 
optimización del transgén GFP_Adapt.1 Sin embargo, esta mejora en la 
expresión del transgén no impactó negativamente en la capaciad 
replicativa del virus, obteniendo un número de partículas similar con los 





Figura 4.13│ El virus Adwt_GFP_adapt_late presenta mayor expresión de GFP 
que el virus Adwt_GFP_DEopt manteniendo el mismo fitness viral. A) Estudio de 
la expresión de GFP por citometría de flujo de células infectadas con los virus 
Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt_GFP_adapt_late. B) Análisis por 
qPCR los genomas adenovirales presentes en el sobrenadante de las células infectadas. 
Los datos corresponden a 4 réplicas experimentales independientes de células A549 4 hpi con 0.5 
PI/célula de Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt_GFP_Adapt_late. 
 
Estos resultados sugirieron la posibilidad de codificar los transgenes con 
un uso de codones capaz de permitir la expresión eficiente de genes 
virales así como del propio transgén.  
Liberación partículas virales con
































































4.2. Aplicación de la estrategia de 
adaptación de codones a transgenes 
terapéuticos armados en adenovirus 
oncolíticos 
A fin de profundizar en el papel del uso de codones de los transgenes 
armados en late en adenovirus oncolíticos, se evaluó su impacto en el 
contexto de virus terapéutico. Así, se estudiaron dos adenovirus 
terapéuticos armados en late: el virus ICO15K armado con el gen de la 
enzima hialuronidasa y el virus AdNuPARmE1A armado con el gen de la 
enzima convertidora de prodroga 2’desoxirribosilnucleósido transferasa 
(LmPDT). 
 
4.2.1. Evaluación del impacto del uso de codones 
en el virus ICO15K armado con transgenes 
hialuronidasa 
El virus VCN-01, desarrollado por VCN Biosciences y actualmente en 
fase de ensayos clínicos, es un adenovirus oncolítico con replicación 
selectiva en células tumorales (virus ICO15K) armado con el gen humano 
PH20 bajo el MLP [184]. La oncoselectividad del virus ICO15K viene 
dada por modificaciones en el promotor de E1A (modificado con 8 




una deleción de 24 pares de bases en el gen E1A y por la sustitución del 
dominio KKTK de la fibra por el dominio RGDK [185]   El gen PH20, 
también conocido como SPAM1 (sperm adhesión molecule 1), codifica para 
una enzima hialuronidasa. A nivel fisiológico, esta hialuronidasa se expresa 
en el acrosoma del espermatozoide, y tiene como función hidrolizar el 
ácido hialurónico de la corona radiada que rodea el oocito para permitir 
así la fecundación [186], [187]. Dado que el ácido hialurónico es también 
un componente abundante en el estroma tumoral, esta enzima tiene 
interés a nivel terapéutico para degradar dicho estroma y, facilitar así, la 
biodistribución de los agentes terapéuticos [188], [189].  
A la vista de los buenos resultados obtenidos para el virus VCN-01, des 
del grupo del Dr. Ramon Alemany (ICO-IDIBELL, l’Hospitalet de Llobregat) 
se interesaron en generar un virus armado con el gen de la hialuronidasa 
de abeja. Esta hialuronidasa, presente en el veneno de la abeja, manifiesta 
mayor actividad enzimática respecto a la hialuronidasa humana, sugiriendo 
esto un mayor potencial terapéutico (Anexo 8.2.3). Para asegurar la 
correcta expresión del gen de abeja en la célula humana, la secuencia de la 
hialuronidasa fue humanizada mediante la optimización de su uso de 
codones. A continuación, armaron la secuencia humanizada (hum_BH) en 
el genoma del virus ICO15K en sustitución del gen PH20, para generar así 
el virus HUM-BH. Este nuevo virus HUM-BH mostró una capacidad 




4.2.1.1. El estudio de uso de codones de los transgenes 
hialuronidasa mediante PCA permite predecir la 
compatibilidad entre la expresión de transgenes y el 
fitness viral 
A fin de estudiar si las diferencias en la capacidad oncolítica entre los virus 
VCN-01 y HUM-BH podían explicarse por el uso de codones de sus 
correspondientes transgenes, realizamos estudios de CAI y un análisis de 
uso de codones mediante PCA. Los análisis mostraron un alto grado de 
optimización para el gen hum_BH a lo largo de toda la secuencia (Fig 4.14 
A-B) y un importante sesgo hacia codones GC3, similar a lo observado 
previamente para el gen GFP_opt (Fig 4.14 C). Por su parte, el gen PH20 
presentó un uso de codones mucho menos optimizado (Fig 4.14 A-B), y 
sesgado hacia codones AT3, de forma similar al gen GFP_DEopt (Fig 4.14 
C). 
 Los resultados del análisis bioinformático fueron coherentes con las 
observaciones realizadas in vitro por el grupo del Dr. Alemany así como 
con nuestras observaciones previas con los virus GFP, sugiriendo el 
potencial predictivo del PCA como herramienta de evaluación de la 





Figura 4.14│ El uso de codones de los transgenes hum_BH y PH20 explica las 
diferencias en la capacidad replicativa de los vius armados con los mismos. A) 
Comparación de CAI a lo largo de la secuencia de los genes hum_BH y PH20. Los 
valores de CAI de cada codón se muestran suavizados para facilitar su interpretación. 
Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno de los genes. 
B) Estudio global del CAI de los genes PH20 y hum_BH  en relación a los genes 
adenovirales. C) Estudio del uso de codones de los transgenes hum_BH y PH20 en 
relación a los genes adenovirales y a los transgenes GFP_opt y GFP_DEopt. Los 
transgenes hum_BH y PH20 tienen un uso de codones similar al de los transgenes 
GFP_opt y GFP_DEopt, respectivamente. Esta semejanza se observa reflejada en su 







4.2.1.2. La modulación del grado de optimización del 
transgén codificante para la hialuronidasa de abeja 
permite la recuperación del fitness viral 
A fin de estudiar con mayor detalle la posible relación entre la replicación 
impedida del virus HUM-BH y su transgén, estudiamos el impacto de 
distintas modificaciones del uso de codones de este último.  
El primer abordaje que realizamos fue analizar el CAI de la secuencia 
salvaje del gen de la hialuronidasa de abeja (apis_BH) (Anexos 8.2.4 y 
8.2.6). Este análisis mostró un valor de CAI suficientemente elevado para 
sugerir una buena expresión del gen apis_BH en la célula humana (Fig 4.15 
A-B). A continuación, para estudiar el uso de codones en relación a los 
genes virales, realizamos un estudio mediante PCA. Este estudio mostró 
un uso de codones para el gen apis_BH similar al de los genes late y al del 





Figura 4.15│ El gen de la hialuronidasa de abeja salvaje, apis_BH, presenta un 
uso de codones moderadamente optimizado, compatible con el virus y con la 
expresión en células humanas. A) Comparación de CAI de la secuencia salvaje 
(apis_BH) de la hialuronidasa de abeja  en relación a la secuencia humanizada (hum_BH) y 
al gen PH20. Los valores de CAI de cada codón se muestran suavizados para facilitar su 
interpretación. B) Estudio global del CAI del gen apis_BH en relación a los genes 
hum_BH, PH20 y a los genes adenovirales. C) Estudio del uso de codones del gen 
apis_BH en relación a los genes adenovirales, y los transgenes GFP_opt, GFP_DEopt, 
GFP_Adapt1, PH20 y hum_BH. 
 
A continuación, a fin de profundizar en el uso de codones del gen 






estudio del uso de codones en términos absolutos. El análisis por PCA 
nos permite estudiar el uso de codones relativo por aminoácido, pero no 
nos aporta información acerca del uso de codones absoluto (UCA) en una 
secuencia dada. A fin de estudiar el UCA, empleamos un modelo 
simplificado basado en el cálculo del número total de cada codón 
corregido por su valor de tAI; véase el apartado 3.9.1.3. Análisis del índice de 
adaptación del uso de ARNt. De esta manera, para un gen dado (i) y siendo 
NNN el codón de interés: 
UCANNN(i) = 
              
      
 
Esta fórmula se empleó para calcular el UCA de cada codón en los genes 
adenovirales late, así como en el gen apis_BH. Este estudio reveló un uso 
abundante por parte del gen apis_BH de 3 codones (GCG-Ala, CTA-Leu y 
CCG-Pro) ampliamente usados también por los genes late adenovirales (Fig 
4.16 A). Ante la posibilidad de que un uso excesivo de estos codones por 
parte del transgén pudiera interferir con el virus, comparamos el UCA del 
gen apis_BH con el de los genes PH20 y GFP_Adapt1. El análisis mostró 
un uso similiar del codón CTA-Leu para los genes PH20 y apis_BH (Fig 
4.16 B). En cambio, el gen apis_BH  mostró un uso considerablemente 
mayor de los codones GCG-Ala y CCG-Pro respecto al de los genes PH20 y 
GFP_Adapt (Fig 4.16 B).  
Tras este análisis, y a fin de determinar la permisividad del virus con estos 
dos codones, diseñamos a partir del gen apis-BH una nueva secuencia con 
el uso de codones modificado para los aminoácidos alanina y prolina. La 
sustitución de codones se realizó emulando la distribución de codones 
para ambos aminoácidos de la secuencia PH20 (Fig 4.17 A-B). La nueva 





Figura 4.16│ El gen apis_BH presenta un uso destacado de los codones GCG y 
CCG, cuya utilización es extensiva por parte de los genes late del adenovirus pero 
mínima por parte de los transgenes PH20 y GFP_Adapt1. A) Análisis del UCA del 
gen apis_BH en relación a los genes adenovirales tardíos. B) Análisis del UCA del gen 

















Codones de los genes tardíos del HAdV-5 con uso superior al tercer cuartil
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Figura 4.17│ Rediseño del uso de codones para los aminoácidos alanina y prolina 
del gen apis_BH. A) El panel superior muestra la distribución de codones a lo largo de 
la secuencia del gen PH20 para el aminoácido alanina. El segundo panel muestra la 
distribución para el gen apis_BH. El tercer panel muestra la nueva distribución de 
codones para alanina del gen apis_BH mimetizando el gen PH20. B) El panel superior 






aminoácido prolina. El segundo panel muestra la distribución de codones prolina para el 
gen apis_BH. El tercer panel muestra la nueva distribución de codones prolina del gen 
apis_BH mimetizando el gen PH20. 
 
 
Figura 4.18│ El gen adapt_BH presenta un uso disminuído de los codones GCG 
y CCG respecto a la versión salvaje del gen. Análisis del UCA del gen adapt_BH en 
relación a los genes adenovirales tardíos y el gen apis_BH.  
 
A continuación, se generaron 2 adenovirus oncolíticos armados bajo el 
contro del MLP con los transgenes apis_BH (virus APIS-BH) y adapt_BH 
(virus ADAPT-BH) en el mismo vector viral ICO15K de los virus VCN-
01 y HUM-BH (Fig. 4.19). Por su parte, los virus VCN-01 y HUM-BH 
fueron amplificados y purificados a partir de stocks cedidos por el Dr. 
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Figura 4.19│ Representación esquemática de los virus armados con transgenes 
hialuronidasa. Los transgenes están armados bajo el control del MLP en el esqueleto 







A fin de analizar el impacto de los distintos patrones de uso de codones, 
en primer lugar realizamos ensayos de citotoxidad por MTT en las líneas 
A549, PANC-1, MIA PaCa-2 y NP18. En las líneas PANC-1, MIA PaCa-
2 y NP18 se observó un incremento significativo de la toxicidad  para los 
virus APIS-BH y ADAPT-BH, respecto al virus HUM-BH. Asimismo, en 
estas líneas ni APIS-BH ni ADAPT-BH mostraron diferencias 
significativas en el valor de IC50 respecto a VCN-01. En la línea A549, el 
virus ADAPT-BH, contrariamente al virus APIS-BH, presentó mayor 
citotoxicidad que el virus HUM-BH, demostrándose en este caso el 
beneficio reportado por las modificaciones en el uso de codones del 






Figura 4.20| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una capacidad 
citotóxica incrementada respecto al virus HUM-BH y similar a VCN-01. A-D) 
Ensayo de citotoxicidad de los virus VCN-01, HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH 
realizado en las líneas tumorales A549 (A), PANC-1 (B), MIA PaCa-2 (C) y NP18 (D). 
Los paneles de la izquierda muestran las curvas de viabilidad y los de la derecha la dosis 
IC50. En todos los casos el ensayo de citotoxicidad se realizó siete días pos-infección. 
Los resultados se muestran un mínimo de 4 experimentos independientes. *p<0.05 
A549































































































































































































































































A continuación, realizamos estudios de producción viral en las líneas 
PANC-1 y MIA PaCa-2. Para ello, infectamos las células con 10 PI/célula 
y 3 días pos-infección analizamos los genomas virales del medio 
extracelular mediante qPCR. Los resultados mostraron para los virus 
APIS-BH y ADAPT-BH una mejor capacidad de producción de partículas 
virales en relación al virus HUM-BH. Asimismo, APIS-BH y ADAPT-BH 
no mostraron diferencias significativas respecto al virus VCN-01 (Fig 4.21 
A-B). 
 
Figura 4.21| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una capacidad de 
producción de nuevas partículas virales incrementada respecto al virus HUM-BH 
y parecida a la de VCN-01. A-B) Análisis mediante qPCR de los genomas VCN-01, 
HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH liberados al medio extracelular 72h pos-infección en 
células PANC-1 (A), MIA PaCa-2 (B).  
En todos los casos las células se infectaron con 10 IP/célula.  


































































































































Tras esta observación, y a fin de realizar un estudio a más largo plazo 
emulando de forma simplificada un escenario tumoral, diseñamos un 
experimento basado en la acumulación de pases de infección. Para ello, 
infectamos células PANC-1 con los distintos virus a una dosis de 0.5 
PI/célula. Tras observar efecto citopático completo con al menos uno de 
los virus, utilizamos el 1% de los sobrenadantes para infectar nuevas 
células. Esta operación la realizamos un total de 5 veces (Fig 4.22 A). En 
este estudio las diferencias en la liberación de nuevas partículas se vieron 
fuertemente acentuadas. Tras 5 pases de infección, el virus HUM-BH 
mostró una caída de cinco órdenes de magnitud respecto al virus VCN-01 
en la capacidad de producción de nuevas partículas virales. En cambio, las 
diferencias de los virus APIS-BH y ADAPT-BH respecto a VCN-01, 
fueron inferiores a un orden de magnitud (Fig 4.22 B). En cuanto a los 
virus ADAPT-BH y APIS-BH el estudio no mostró diferencias 
significativas entre ambos, sin embargo a punto final se observó un fitness 
ligeramente mejor para el virus ADAPT-BH (con una disminución en su 
capacidad de producción viral de 5 veces en relación al virus VCN-01) en 
comparación con el virus APIS-BH (con una disminución en su capacidad 
de producción viral de 9 veces en relación al virus VCN-01). 
Estos resultados se vieron reflejados en el análisis de la principal proteína 
de la cápside (el hexón) mediante Western Blot (Fig 4.22.C). Así, no fue 
posible detectar el hexón en las muestras infectadas con el virus HUM-
BH a p5. Por otro lado, la cantidad de proteína hexón de las muestras 
infectadas con los virus APIS-BH y ADAPT-BH a p5 cayó solamente en 
un 50% respecto al virus VCN-01. 
A continuación, utilizamos este mismo modelo experimental para estudiar 




en el pase p0 unos niveles de actividad hialuronidasa notablemente 
superiores en células infectadas con el virus HUM-BH. Sin embargo, a 
pase p5 la actividad hialuronidasa asociada al virus HUM-BH resultó 
indetectable como consecuencia de la extinción del virus a lo largo de los 
pases. Por su parte, la actividad hialuronidasa detectada en el sobrenadante 
de células infectadas con el virus ADAPT-BH fue, a pase p0, inferior a la 
de las células infectadas con el virus APIS-BH (Fig 4.22 D). No obstante, 
a pase p5 no se detectaron diferencias de actividad, en correlación 
probablemente con la ligera mejor capacidad de producción viral 
mostrada por el virus ADAPT-BH (Fig 4.22 B).  
Las condiciones experimentales no permitieron la detección de actividad 
hialuronidasa en los sobrenadantes de células infectadas con el virus 
VCN-01. A fin de poder establecer las diferencias de actividad de la 
hialuronidasa PH20 y la de abeja en un sistema viral, se realizó un estudio 
comparativo de la actividad hialuronidasa a pase p0 entre células 
infectadas con el virus VCN-01 y células infectadas con el virus HUM-
BH. Los sobrenadantes de VCN-01 fueron concentrados a fin de poder 
determinar la actividad hialuronidasa con la misma recta patrón utilizada 
para extrapolar la actividad hialuronidasa de  los sobrenadantes de HUM-
BH. Así, la actividad hialuronidasa del virus HUM-BH resultó ser 6000 
veces superior  a la del virus VCN-01(Fig 4.22 E). 
El conjunto de los resultados obtenidos demostraron una recuperación 
del fitness del virus HUM-BH derivada de la modulación del grado de 
optimización de su transgén (usando apis_BH y adapt_BH). La adaptación 
del uso de codones para prolina y alanina de adapt-bh mostró indicios de 




BH, pero en ningún caso significativos; siendo ambos virus buenos 
candidatos para su traslación pre-clínica. 
 
Figura 4.22| La expresión de la hialuronidasa de abeja se pierde tras varios ciclos 
de replicación debido a la extinción del virus HUM-BH mientras se mantiene 
con los virus APIS-BH y ADAPTt-BH. A) Esquema representativo del diseño 
experimental. B) Cuantificación por qPCR de la producción de nuevas partículas virales 
en sobrenadantes acumulados. C) Western blot representativo de la expresión de la 
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pase p0 y pase p5 mediante ensayo turbidimétrico. E) Comparación de la actividad 
hialuronidasa a pase p0 derivada de los virus VCN-01 y HUM-BH. 




4.2.1.3. La modulación del grado de optimización del 
transgén codificante para la hialuronidasa de abeja 
permite recuperar la actividad anti-tumoral in vivo  
A fin de trasladar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro a un 
escenario preclínico, evaluamos el potencial terapéutico antitumoral de los 
virus hialuronidasa en modelos subcutáneos de PANC-1 y MIA PaCa-2. 
Para ello se inyectaron 2  millones de células en cada uno de los cuartos 
traseros de animales inmunodeprimidos. Cuando el volumen tumoral 
alcanzó una media de 100 mm3 se administraron los virus VCN-01, 
HUM-BH, APIS-BH, ADAPT-BH o bien solución salina mediante 
administración intravenosa por la vena de la cola (Fig. 4.23 A; Fig. 4.24 
A).  
Se observó un control de la progresión tumoral por parte de todos los 
virus oncolíticos ensayados, si bien se detectaron diferencias significativas 
en el grado de efecto antitumoral ejercido por los distintos virus. En 
consonancia con los resultados obtenidos in vitro, los virus APIS-BH y 
ADAPT-BH dieron lugar a un control muy significativo de la progresión 
tumoral en comparación al virus HUM-BH, tanto en el modelo PANC-1 
como MIA PaCa-2 (Fig. 4.23 B-C; Fig. 4.24 B-C). Además en el modelo 





Figura 4.23| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una potente capacidad 
oncolítica vivo en el modelo tumora PANC-1. A) Esquema representativo del diseño 
experimental. B) Seguimiento de la progresión tumoral en tumores subcutáneos PANC-
1. C) Imágnes representativas de los tumores ex-vivo 45 días pos-tratamiento. D) 
Cuantificación ex-vivo del volumen tumoral 45 días pos-tratamiento. E) Cuantificación 
ex-vivo del peso tumoral 45 días pos-tratamiento.  
Scale bar 1 cm 
En elos paneles D y E los asterísticos respresentan diferencias estadíticamente significativas respecto al 
grupo salino.*p<0.05,**p<0,01, ***p<0,001. 


























































































































































Administración i.v. 4·106 










el control de la progresión tumoral, así como en las dimensiones 
tumorales a punto final, respecto a VCN-01. En MIA PaCa-2, el estudio 
de los tumores a punto final no mostró diferencias entre los grupos de 
tratamiento VCN-01, APIS-BH y ADAPT-BH; únicamente el grupo 
ADAPT-BH mostró diferencias significativas respecto el grupo salino 
tanto en peso como en tamaño tumoral punto final (Fig. 4.23 B-E; Fig. 





Figura 4.24| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una potente capacidad 
oncolítica vivo en el modelo tumora MIA PaCa-2. A) Esquema representativo del 
diseño experimental. B) Seguimiento de la progresión tumoral en tumores subcutáneos 
MIA PaCa-2. C) Imágnes representativas de los tumores ex-vivo 48 días pos-tratamiento. 
D) Cuantificación ex-vivo del volumen tumoral 48 días pos-tratamiento. E) 
Cuantificación ex-vivo del peso tumoral 45 días pos-tratamiento.  
Scale bar 1 cm 
En los paneles D y E los asterísticos respresentan diferencias estadíticamente significativas respecto al 
grupo salino.*p<0,05, **p<0,01. 
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A continuación, los tumores extraídos fueron analizados histológicamente. 
En primer lugar, se estudiaron diferencias en los distintos grupos de 
tratamiento en relación al contenido de ácido hialurónico. Tanto los 
tumores PANC-1 como los tumores MIA PaCa-2 tratados con virus 
armados con hialuronidasa de abeja (HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH) 
mostraron un menor contenido de ácido hialurónico que aquellos tumores 
tratados con VCN-01, corroborando así el mayor potencial enzimático de 
la hialuronidasa de abeja frente a la humana (Fig. 4.25 A; Fig. 4.26 A),  
Es interesante destacar el bajo nivel de ácido hialurónico detectado en 
tumores tratados con el virus HUM-BH. Teniendo en cuenta la escasa 
capacidad de control de la progresión tumoral mostrada por el virus 
HUM-BH, el bajo contenido de ácido hialurónico detectado en los 
tumores tratados con este virus sugiere una vida media de la enzima 
hialuronidasa prolongada. 
Por otro lado, mediante la tinción de Masson se analizó el nivel de 
celularidad de los tumores. Los tumores PANC-1 tratados con APIS-BH 
y ADAPT-BH mostraron una enorme reestructuración de la masa 
tumoral, con un grado de celularidad mínimo y gran contenido en 
colágeno (Fig. 4.25 B), sugiriendo así una acción sinérgica entre el virus y 
el transgén. Los tumores MIA PaCa-2 no mostraron diferencias en el 







Figura 4.25| Los tumores PANC-1 tratados con los virus APIS-BH y ADAPT-BH 
presentan muy bajos niveles de ácido hialurónico y de celularidad. A) El panel de 
la izquierda muestra imágenes representativas del contenido de ácido hialurónico de 
tumores PANC-1 tras 45 días pos-tratmiento. El gráfico de la derecha muestra la 
cuantificación del área marcada con la proteína de unión a ácido hialurónico (HABP). B) 
El panel de la iquierda muestra imágenes representatitvas de la caracterización histológica 
de tumores PANC-1 tras 45 días de tratamiento. El gráfico de la derecha representa la 
cuantificación del grado de celularidad de los tumores en base a la tinción de Masson.  
Scale bar 100µm  
Los asterísticos respresentan diferencia estadíticamente significativas respecto al grupo 
salino.*p<0,05,**p<0,01. 
Las almoadillas representan diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo de tratamiento 
VCN-01 .#p<0,05, ##P<0,01. 
El símbolo del dólar representa diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo de tratamiento 

































































































































Figura 4.26| Los tumores MIA PaCa-2 tratados con los virus APIS-BH y ADAPT-
BH presentan niveles muy bajos de ácido hialurónico. A) El panel de la izquierda 
muestra imágenes representativas del contenido de ácido hialurónico de tumores MIA 
PaCa-2 tras 48 días pos-tratamiento. El gráfico de la derecha muestra la cuantificación 
del área marcada con la proteína de unión a ácido hialurónico (HABP). B) El panel de la 
izquierda muestra imágenes representativas de la caracterización histológica de tumores 
MIA PaCa-2 tras 48 días de tratamiento. El gráfico de la derecha representa la 
cuantificación del grado de celulariodad de los tumores en base a la tinción de Masson.  
Scale bar 100µm 
Los asterísticos representan diferencia estadísticamente significativas respecto al grupo salino.*p<0,05. 
Las almohadillas representan diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo de tratamiento 
VCN-01 .#p<0,05. 
 
En conjunto, los resultados muestran como la modulación de la 
optimización del uso de codones de los transgenes armados en late en 
A
B
Cuantificación de ácido hialurónico

















































































































adenovirus oncolíticos puede favorecer una repartición equilibrada de los 
recursos traduccionales entre virus y transgén. Y de esta forma, 
balanceando adecuadamente la capacidad replicativa viral y la expresión 
del transgén, es posible alcanzar un mayor beneficio terapéutico global. 
4.2.2. Evaluación del impacto del uso de codones 
en el virus AdNuPARmE1A armado con 
transgenes codificantes para la LmPDT 
Durante las últimas décadas se ha estudiado la aplicación de la terapia 
suicida basada en sistemas prodroga-enzima bioactivadora de prodroga 
como estrategia antitumoral [190]. Esta estrategia se basa en el uso de 
transgenes codificantes de enzimas capaces de convertir una prodroga en 
un metabolito citotóxico [191], [192]. El sistema contempla la expresión 
selectiva del transgén en las células tumorales, y por tanto la conversión 
controlada de la prodroga, así como la expansión del efecto citotóxico a 





Figura 4.27| Representación esquemática de la terapia suicida basada en 
sistemas prodroga-enzima. 
 
En este marco, y en colaboración con el Dr. Jesús Fernández (Universidad 
Europea, Madrid), nos propusimos estudiar la recientemente descrita 
enzima LmPDT [195] para desarrollar un nuevo sistema suicida, similar al 
sistema PNP (Purine Nucleoside Phosphorilase), ya patentado [196]. La 
LmPDT es una  2’-desoxiribosiltransferasa que se expresa de manera 
natural en la Leishmania mexicana y que cataliza la transferencia de la 
fracción 2’-desoxiribosil de un 2’-desoxinucleósido de purina donador a 
una base púrica libre. De esta forma, la enzima es capaz de liberar 
análogos de base púrica que ejercen un efecto citotóxico sobre las células. 




2’desoxiadenosina (F-dAdo), que tras ser metabolizado por la LmPDT da 
lugar a la 2-fluoroadenina (F-Ade). La F-Ade ejerce su actividad citotóxica 
bloqueando la síntesis de ADN y ARN/proteína (Fig. 4.28) [197]–[199]. 
 
Figura 4.28| Representación esquemática de la actividad citotóxica derivada del 
sistema suicida F-dAdo-LmPDT. RR: ribonucleotide reductase; APRT: adenine 
phosphoribosyltransferase. 
 
La vehiculización selectiva de los sistemas suicida prodroga-enzima 
bioactivadora permite alcanzar altas concentraciones del principio activo 
en las células diana a la vez que se minimizan los efectos adversos del 
tratamiento. Cuando los vectores usados son adenovirus oncolíticos se da 























el efecto citotóxico del sistema suicida, amplificando así la potencia 
antitumoral del tratamiento[190], [200]. En base a esto, nos propusimos la 
generación y evaluación del virus AdNuPARmE1A armado con la enzima 
LmPDT bajo el control del MLP. El virus AdNuPARmE1A es un 
adenovirus oncolítico cuya oncoselectividad viene dada por el control de 
la expresión del gen E1A a través secuencias SPS (sequence paired sites) de 
respuesta a la vía de NOTCH y a través del promotor uPAR [201].  
Considerando los resultados obtenidos hasta el momento en relación al 
impacto del uso de codones de los transgenes armados en late, evaluamos, 
en primer lugar, el uso de codones del gen PDT (codificante para la 
LmPDT) mediante un PCA (Fig. 4.29 A). Este análisis mostró para el gen 
PDT un uso de codones similar al de los genes tardíos del adenovirus, 
aunque con un sesgo ligeramente más pronunciado hacia codones GC3; 
situándose el gen PDT en una posición intermedia entre los genes 
HUM_BH y APIS_BH para el componente principal 1 (PC1). Este 
resultado sugirió así que el gen LmPDT podría tener un impacto negativo 





Figura 4.29| Estudio del uso de codones mediante PCA del gen PDT. A) Análisis 
del uso de codones del gen PDT en relación a los genes adenovirales y a los transgenes 
previamente evaluados GFP_opt, GFP_DEopt, GFP_Adapt1, hum_BH, apis_BH y PH20. 
B) Análisis del uso de codones del gen PDT en relación a los genes adenovirales y a los 
genes yCD y FUR1.  
 
Dado que según la bibliografía la LmPDT presenta una excelente 






transgenes con funciones similares yCD (yeast cytosine deaminase) y FUR1 
(uracil phosphoribosyltransferase) [144], [202] utilizados en otros estudios 
bajo el control del MLP (Fig 4.29 B), optamos por recodificar el transgén 
mimetizando el uso de codones de la fibra, a fin de impactar en la menor 
medida posible sobre el fitness viral. La recodificación del gen PDT se 
realizó mediante la herramienta online COOL [203]. Para ello se introdujo 
la secuencia del gen de la fibra adenoviral como referencia y se estipularon 
los siguientes parámetros a mimetizar: GC3%, uso de codones individual 
y uso de codones contextualizado en la secuencia. La secuencia resultante 
fue denominada PDT_Adapt (Anexos 8.2.7 y 8.2.8). El análisis de CAI de 
la nueva secuencia generada indicó una reducción del grado de 
optimización  respecto a la secuencia original (Fig. 4.30 A). Asimismo, el 
valor gobal de CAI del gen PDT_Adapt se situó por debajo de la media 
del conjunto de genes virales tardíos (Fig. 4.30 B). El nuevo análisis de 
PCA mostró la colocalización de los genes de la fibra y de PDT_Adapt, de 
acuerdo al rediseño de uso de codones llevado a cabo (Fig. 4.30C). 
Finalmente, el análisis del UCA, en relación a los genes adenovirales 
tardíos y los transgenes PH20 y GFP_Adapt1 como referencia no mostró 






Figura 4.30| El gen rediseñado PDT_Adapt presenta un grado de optimización 

















Codones de los genes tardíos del HAdV-5 con uso superior al tercer cuartil

























































































































































































































































GC3 reducido. A) Comparación de CAI a lo largo de la secuencia de los genes PDT,  
PDT_Adapt y fibra adenoviral. Los valores de CAI de cada codón se muestran 
suavizados para facilitar su interpretación. Los valores numéricos corresponden al valor 
global de CAI para cada uno de los genes. B) Estudio global del CAI de los genes PDT y 
fibra en relación a los genes adenovirales. C) Estudio del uso de codones mediante PCA 
de los genes PDT y PDT_ADAPT en relación a los genes adenovirales y, particularmente 
en relación a la fibra. D) Análisis del UCA de los genes PDT y PDT_Adapt en relación a 
los genes tardíos adenovirales y a los transgenes PH20 y GFP_Adapt1.  
 
Tras la caracterización bioinformática del gen PDT_Adapt, generamos el 
plásmido de expresión pcDNA3.1+_PDT_Adapt (Fig. 4.31 A) a fin de 
comprobar que la recodificación no había afectado a la funcionalidad 
enzimática. A continuación, transfectamos el plásmido en la línea celular 
HEK293T, 12h pos-transfección añadimos la prodroga F-Ado, y 48h pos-
transfección analizamos la viabilidad celular mediante un ensayo MTT. 
Como control utilizamos el mismo plásmido de expresión pero con la 
secuencia original del gen (pcDNA3.1+_PDT) (Fig. 4.31 A). Los 
resultados mostraron unos niveles de citotoxidad dosis-dependientes 
similares para ambos plásmidos, con una ligera mayor citotoxicidad para el 
plásmido  pcDNA3.1+_PDT, de acuerdo al mayor grado de optimización 





Figura 4.31| El gen recodificado PDT_Adapt mantiene la funcionalidad 
enzimática A) Representación esquemática de los plásmidos de expresión 
pcDNA3.1+_PDT y pcDNA3.1+_PDT_Adapt. B) Citotoxicidad derivada del sistema 
suicida con los genes PDT y PDT_Adapt analizados por ensayo MTT 36h pos-
tratamiento con F-dAdo (48h pos-transfección). El control se corresponde con células 
control no transfectadas y tratadas con F-dAdo a 10 µM. 
Los datos muestran 5 experimentos independientes. 
 
Tras comprobar que la recodificación no había afectado a la funcionalidad 
enzimática, armamos el virus AdNuPARmE1A con sendas secuencias 


































Figura 4.32| Representación esquemática de los virus armados con transgenes 
PDT. Los transgenes están armados bajo el control del MLP en el esqueleto adenoviral 
AdNuPARmE1A.  
 
A continuación, a fin de analizar el impacto del uso de codones de los 
transgenes sobre el fitness viral, infectamos células A549, PANC-1 y MIA 
PaCa-2 con 10 PI/célula y, 72 hpi, determinamos las partículas virales 
liberadas. En las tres líneas celulares, el virus PDT-ADAPT mostró una 
significativa mayor capacidad replicativa, siendo este hecho de especial 
relevancia en la línea A549, con 50 veces más de partículas virales 





Figura 4.33| El virus PDT_Adapt presenta mayor capacidad de producción de 
partículas virales respecto al virus PDT. Análisis mediante qPCR de los genomas 
virales liberados al medio extracelular 72h pos-infección en células A549, PANC-1, MIA 
PaCa-2.  
En todos los casos las células se infectaron con 10 IP/célula.  
Los datos muestran 5 experimentos independientes relativizados a los valores de PDT. **p<0.01 
 
Asimismo, observamos una mayor capacidad citotóxica para en virus 
PDT-ADAPT en las líneas A549 y MIA PaCa-2 (Fig. 4. 34 A,C). En 
células PANC-1 (Fig. 4.34 B) no se observaron diferencias de 
citotoxicidad entre los virus, probablemente porque estas células son muy 
permisivas a la oncolisis viral, con valores de IC50 en torno a 0.015 PI. 
Luego, probablemente sólo es posible detectar diferencias significativas en 
la citotoxicidad cuando la comparación se realiza con virus con un fitness 
altamente impedido como el anteriormente observado con el virus HUM-


































































Figura 4.34│El virus PDT_Adat presenta mayor capacidad citotóxica. Ensayo de 
citotoxicidad de los virus PDT y PDT-ADAPT realizado en las líneas tumorales A549 
(A), PANC-1 (B) y MIA PaCa-2 (C). Los paneles de la izquierda muestran las curvas de 
viabilidad, y los de la derecha la dosis IC50. En todos los casos el ensayo de citotoxicidad 
se realizó siete días pos-infección. 
Los resultados muestran la media de un mínimo de 4 experimentos independientes. *p<0.05; 
**p<0.01 
 
A continuación,  nos centramos en estudiar el beneficio terapéutico de la 
combinación de la actividad oncolítica con el sistema suicida. Para ello, en 
primer término evaluamos la sensibilidad de la línea celular MIA PaCa-2  a 
A549













































































































































































la prodroga F-dAdo y al metabolito citotóxico F-Ade creciendo las células 
en presencia de ambos compuestos a distintas concentraciones durante 
48h. A continuación, la sensibilidad se determinó mediante un ensayo 
MTT. El análisis evidenció el perfil seguro la prodroga F-dAdo, con datos 
de viabilidad superiores al 80% a dosis de hasta 10 µM. Por su parte, el 
metabolito F-Ade mostró un gran efecto citotóxico, con datos de 
viabilidad inferiores al 20% a dosis superiores a 2.5 µM (Fig. 4.35). En 
base a estos resultados se seleccionaron las dosis de 2.5 µM y 5 µM  para 
estudiar el sistema suicida en los virus PDT y PDT-ADAPT. 
 
Figura 4.35| Estudio de la sensibilidad de la línea celular MIA PaCa-2 a la 
prodroga F-dAdo y al citotóstático F-Ade. La viabilidad celular se determinó 
mediante ensayo MTT tras 48h de incubación con una batería de dosis de F-dAdo y F-
Ade. 
Los resultados se muestran como la media ±SEM de 5 experimentos independientes. 
 
Para evaluar el efecto combinado de la terapia suicida y la actividad 















































infectamos células MIA PaCa-2 con 5 PI/célula. A las 4hpi realizamos un 
cambio de medio y añadimos F-dAdo a 2.5 µM. Transcurridas 72 hpi, 
evaluamos la viabilidad celular mediante un ensayo MTT (Fig. 4.36 A). 
Con esta pauta de tratamiento y en ausencia de prodroga, el virus 
PDT_Adapt presentó mayor citotoxicidad respecto al virus PDT, de 
acuerdo a lo observado previamente. Sin embargo, en presencia de F-
dAdo, el virus PDT presentó mayor toxicidad, evidenciando así un 
notable efecto citotóxico derivado del sistema suicida y sugiriendo un 
importante efecto bystander. Para el virus PDT_ADAPT, no se observaron 
diferencias en presencia o ausencia de prodroga, sugiriendo un posible 
enmascaramiento de la actividad del sistema suicida debido a la gran 
capacidad replicativa del virus PDT (Fig. 4.36 B).  
 
Figura 4.36| Estudio de la citotoxicidad a corto plazo de los virus PDT y PDT-
ADAPT en combinación con la prodroga F-dAdo. A) Esquema representativo del 







































infectadas 5 PI/célula de los virus PDT y PDT-ADAPT en presencia y ausencia de F-
dAdo.  
Los resultados muestran 6 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01 
 
En la segunda pauta de tratamiento, infectamos células MIA PaCa-2 con 
0.3 PI/célula. A continuación, dejamos transcurrir 6 días antes de añadir la 
prodroga a fin de amplificar ambos virus. Tras los 6 días pos-infección, se 
añadió la prodroga F-dAdo a dosis de 2.5 µM y 5 µM y se dejó incubar 
durante 72h. Transcurrido ese tiempo, la viabilidad celular se determinó 
mediante un ensayo MTT (Fig. 4.37 A).  
Esta pauta exacerbó las diferencias de citotoxicidad de ambos virus en 
ausencia de prodroga subsecuente a la acumulación de ciclos de 
replicación viral. Así, el virus PDT mostró menor capacidad citotóxica 
respecto al virus PDT_ADAPT aún en presencia de F-dAdo.  
Por otro lado, con esta pauta disminuyeron las diferencias para virus PDT 
en presencia y ausencia de F-dAdo. No obstante, la adición de la prodroga 
siguió mostrando en un efecto dosis-dependiente de incremento de la 
citotoxicidad Por su parte, pese a que el resultado no mostró significancia 
estadística, las células infectadas con el virus PDT-ADAPT y tratadas con 
5 µM  de prodroga, mostraron una ligera mayor citotoxidad que en la 





Figura 4.37| Estudio de la citotoxicidad a largo plazo de los virus PDT y PDT-
ADAPT en combinación con la prodroga F-dAdo. A) Esquema representativo del 
diseño experimental. B) Determinación de la viabilidad celular en células MIA PaCa-2 
infectadas 0.3 PI/célula de los virus PDT y PDT-ADAPT en presencia y ausencia de F-
dAdo.  
Los resultados muestran 6 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01 
 
En su conjunto, estos resultados evidencian la complejidad de los sistemas 
suicidas vectorizados por adenovirus oncolíticos. A nivel terapéutico, los 
resultados realizados hasta la fecha con los virus PDT y PDT-ADAPT no 
son concluyentes, y derivan en la necesidad de estudiar en mayor 
profundidad este sistema terapéutico, a fin de elucidar qué pauta de 
















































No obstante, se desmuestra una vez más el efecto negativo sobre el virus 
que tiene armar transgenes en late con un uso de codones excesivamente 
optimizado. Asimismo, con este último ejemplo de virus armado, se 
sugiere que el efecto del uso de codones de transgenes controlados bajo el 
MLP es independientemente del esqueleto viral utilizado y de la naturaleza 
del transgén armado. Se evidencia así una vez más, la necesidad de 
modular el uso de codones de los trasgenes expresados en late a fin de 











La creciente incidencia del cáncer, junto con la eficacia limitada de los 
abordajes antineoplásicos clásicos (quimioterapia, radioterapia y cirugía), 
han conducido a aunar esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias 
terapéuticas que permitan mejorar el curso de la enfermedad. El desarrollo 
de nuevas estrategias resulta especialmente necesario en casos como el 
ADP, cuyas tasas de supervivencia son extremadamente bajas y han 
experimentado escasas mejoras en las últimas décadas [5]. Los fármacos 
aprobados para el tratamiento del ADP como la gemcitabina, el nab-
paclitaxel o la terapia combinada FOLFIRINOX, se han asociado a 
modestas mejoras en la supervivencia y a importantes efectos adversos 
[21]–[23]. El microambiente tumoral del ADP, rico en factores 
inmunosupresores como los linfocitos T reguladores, los macrófagos M2 
o el TGFβ, junto con el denso contenido estromal fibrótico, limitan 
enormemente la eficacia terapéutica de los tratamientos de quimioterapia e 
inmunoterapia [31], [32], [36], [40], [41].  
En este sentido, la viroterapia oncolítica ha despertado un interés 




entendimiento de la biología del cáncer y de los virus, y al desarrollo de las 
técnicas de edición genética, que han permitido la manipulación viral con 
fines terapéuticos. La propiedad de auto-amplificación de los virus 
oncolíticos junto con su capacidad de expresar moléculas terapéuticas y su 
potencial de estimulación de la respuesta inmune antitumoral componen 
los grandes atractivos de la viroterapia oncolítica [48], [49].  
Los ensayos clínicos basados en el uso de virus oncolíticos han mostrado 
resultados muy positivos en términos de seguridad [50], [51]–[53]. Sin 
embargo, los resultados en términos de eficacia no han sido 
suficientemente satisfactorios. Se requieren, pues, mejoras en la potencia 
de los virus oncolíticos, a fin de que éstos puedan constituir una 
alternativa terapéutica en la práctica clínica habitual. Entre las distintas 
estrategias para dotar a los virus de mayor eficacia, una de las más 
alentadoras consiste en armar los genomas virales con transgenes 
terapéuticos que aporten beneficios adicionales en el microambiente 
turmoral. Armando los virus oncolíticos, es posible abordar la acción 
antitumoral del tratamiento desde dos frentes: mediante la actividad 
oncolítica propia del virus, y mediante la acción terapéutica de los 
transgenes [54]–[57], [60]–[63], [65], [66], [69], [74].  
Sin embargo, armar el genoma viral con transgenes terapuéuticos puede 
suponer diversos retos. En el caso de los adenovirus, ampliamente 
utilizados en viroterapia oncolítica [50],[82],[83], debe considerarse la 
capacidad limitada de empaquetamiento del genoma, lo cual obliga a 
minimizar el espacio utilizado por los transgenes. Por otro lado, se ha 
reportado que en ocasiones la incorporación de transgenes puede entrar 
en conflicto con la expresión de las proteínas virales y en consecuencia 




A lo largo de esta tesis hemos querido contribuir a la optimización de la 
estrategia de armar los adenovirus oncolíticos. Para ello, hemos estudiado 
el impacto que tiene el uso de codones de los transgenes terapéuticos 
sobre el fitness del virus y hemos diseñado una estrategia que permite 
compatibilizar una buena actividad oncolítica con la expresión de los 
transgenes armados. 
 
5.1. El uso de codones de los transgenes 
repercute de manera distinta en 
función de si estos se expresan en la 
fase early o late del ciclo de 
replicación adenoviral. 
Los adenovirus presentan un patrón de uso de codones particular. Los 
genes reguladores tempranos (o early) tienen, en general, un perfil menos 
optimizado, sesgado hacia codones AT3. Por su parte, los genes tardíos (o 
late) tienen, mayoritariamente, un patrón más optimizado, sesgado hacia 
codones GC3. El virus estaría utilizando esta desviación en su uso de 
codones como mecanismo para optimizar el reparto de los recursos 
traduccionales de la célula, y la modificación de este patrón sería 
susceptible de afectar negativamente al fitness viral [147].  
Atendiendo a este hecho, y dada la dicotomía en el uso de codones de los 
genes tempranos y tardíos, en esta tesis hemos evaluado cómo impacta el 




función de si éstos se expresan en la fase early o late del ciclo de replicación 
viral.  
Así, armamos dos transgenes con distinto grado de optimización, GFP_opt 
(CAI 0.962; GC3% 96.7) y GFP_DEopt (CAI 0.809; GC3% 44.8) bajo el 
control del promotor constitutivo CMV, a fin de expresarlos en la fase 
temprana pos-infección o fase early. Por otro lado, armamos los mismos 
transgenes bajo el control del MLP, como una forma más de splicing 
después del gen de la fibra, a fin de expresarlos en la fase tardía pos-
infección o fase late.   
La incorporación de los transgenes en early no tuvo consecuencias sobre el 
ciclo replicativo viral, independientemente del uso de codones del 
transgén. Así, se observó que la replicación del genoma, la producción de 
proteínas virales y la liberación de nuevos viriones fue similar entre los 
virus Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_DEopt_early. Asimismo, el 
efecto citotóxico de ambos virus fue equivalente al del virus sin armar. 
Estos resultados irían en consonancia con el hecho de que en la fase 
temprana del ciclo adenoviral se expresan fundamentalmente proteínas 
con una función reguladora, y lo hacen de forma moderada [204], 
compartiendo la maquinaria traduccional con los ARNm celulares 
endógenos. Este escenario dejaría margen a nivel de la economía celular 
(entendiéndose como la distribución de los recursos celulares -que son 
finitos- entre los distintos genes) para co-expresar simultáneamente y sin 
problemas un gen adicional que requiera de los mismos ARNts que los 
genes virales, como es el caso del gen GFP_DEopt. Por su parte, la 
expresión, aunque mucho más elevada, de genes como GFP_opt tampoco 




que, tal y como se muestra en el PCA, el uso de codones del gen  GFP_opt 
se diferencia claramente del uso de codones de los genes adenovirales 
tempranos, luego se reduciría la posibilidad de competir por los mismos 
ARNts.  
En conclusión, en este escenario de expresión temprana, dado que el 
grado de optimización de los transgenes se correlacionaría con su grado 
de expresión, y que el fitness viral no se vería afectado en ningún caso, la 
optimización de los transges se presenta como una buena opción a fin de 
obtener la máxima expresión de transgén, y, en definitiva, el máximo 
beneficio terapéutico. 
Contrariamente al escenario early, la incorporación de transgenes en late 
supuso la afectación del fitness viral de forma dependiente al uso de 
codones. Así, el adenovirus armado en late con el transgén GFP_DEopt 
mostró un comportamiento equivalente al de los virus early y al del 
adenovirus sin armar; demostrándose que transgenes expresados en late 
con un uso de codones sesgado hacia AT3, no impactarían sobre la 
capacidad replicativa del virus. No obstante, igual que en el escenario early, 
la expresión del transgén desoptimizado resultó deficiente. Por su parte, el 
adenovirus armado en late con el trasgén GFP_opt, mostró excelentes 
niveles de expresión de GFP pero una capacidad replicativa reducida 
derivada de una disminución en la producción de proteínas tardías.  
A diferencia de lo que ocurre en la fase temprana pos-infección, en la fase 
tardía el virus tiene bajo su control a la célula, ha replicado el ADN y 
explota la maquinaria traduccional de forma exclusiva. Esto le permite 
producir a altos niveles las proteínas estructurales, necesarias para la 




producir el mayor número de proteínas posible en esta fase está, 
probablemente, relacionada con el hecho que, en su mayoría, las proteínas 
tardías, a diferencia de las tempranas, presenten un uso de codones 
optimizado, sesgado hacia codones GC3. Luego, la incorporación de un 
transgén aún más optimizado (como GFP_opt), que haga un uso aún más 
intensivo de codones GC3, sería susceptible de desencadenar un 
fenómeno de competición integénica por los recursos traduccionales. El 
transgén altamente optimizado, con una alta capacidad de expresión, sería 
susceptible de “secuestrar” recursos traduccionales como los ARNts, de 
manera que privaría de su uso a aquellos genes virales que también los 
utilicen. Así, observamos que la expresión del gen GFP_opt en late afectó 
negativamente a la co-producción de proteínas virales ricas en GC3 como 
la pIIIa, la V o el pentón,  pero no a la fibra (pobre en GC3).  
El fenómeno de competición no se produciría en el caso de introducir un 
transgén sesgado hacia codones AT3 (como GFP_DEopt), debido que su 
uso de codones lo eximiría de entrar en conflicto competitivo con los de 
genes virales tardíos. Esto sería debido a que su expresión es menor, de 
acuerdo a su mayor desoptimización, y/o a que utilizaría un conjunto de 
ARNts distinto al de los genes virales expresados en esta fase.  
No obstante, un escenario intermedio entre las dos situaciones late 
mencionadas seria posible, tal y como se demuestra con el virus 
Adwt_GFP_adapt_late. Este punto es importante en tanto que la 
expresión de transgenes bajo el control del MLP reviste importantes 
ventajas frente a la expresión en early. Entre las distintas ventajas destacan 
la minimización del uso de espacio en el genoma sin necesidad de 
reemplazar genes endógenos, la posibilidad se expresar agentes citotóxicos 




Transgenes como GFP_Adapt1, con un uso de codones similar al de los 
genes adenovirales tardíos, no serían capaces de sesgar el uso de recursos 
a su favor – y en detrimento de los genes virales-, al tiempo que 
presentarían mejores niveles de expresión que aquellos transgenes más 
desoptimizados. Con otras palabras, un uso de codones similar entre el 
transgén y los genes adenovirales supondría la misma capacidad 
competitiva de todos los genes por los recursos traduccionales, luego 
éstos serían distribuidos en proporciones similares entre todos los genes.  
Así, el conjunto los resultados de los experimentos llevados a cabo con los 
virus GFP  sugeriría tres escenarios para adenovirus armados en late: 
1- Transgenes con uso muy optimizado de codones 
penalizarían enormemente la capacidad replicativa del 
virus, al tiempo que permitirían una excelente expresión 
del transgén.  
2- Transgenes excesivamente desoptimizados no afectarían 
el fitness viral, pero su expresión podría resultar deficiente. 
3- Transgenes con un uso de codones similar al de los genes 
tardíos adenovirales permitirían obtener buenos niveles de 
expresión, sin impactar excesivamente en el fitness viral.  
Los escenarios observados con los virus GFP armados en late serían 
compatibles con diversos estudios que evidencian que es necesario un uso 
balanceado de codones para maximizar la eficiencia de producción 
proteica, y que el uso de codones de genes altamente expresados afecta la 
eficiencia traduccional de todo el proteoma [147], [178], [206]–[210]. El 
estudio llevado a cabo por I. Frumkin et al. [178] evidencia que el uso de 




sino que también actúa en trans, es decir, que el uso de codones de un gen 
afecta a la traducción de otros debido a la economía compartida. Los 
autores muestran cómo la variación en la frecuencia de un solo codón en 
un pequeño conjunto de genes altamente expresados, es capaz de influir 
en la síntesis de otras proteínas del sistema, especialmente de aquellas 
codificadas con codones similares. Así, el uso de codones no sólo modela 
la expresión a nivel individual de los genes, sino la eficiencia de traducción 
proteica global de la célula. Asimismo, otros estudios evidencian que, en 
tanto que los recursos disponibles son limitados, éstos tienen que 
redistribuirse cada vez que nuevos genes son introducidos en la célula. 
Dada la redistribución de los recursos comunes, la sobreexpresión de un 
gen puede disminuir la expresión de otros genes [207] y afectar la tasa de 
crecimiento celular [208]. En esta misma línea, la sobre-expresión de 
proteínas heterólogas puede conllevar el secuestro de factores de 
traducción como los ribosomas y los ARNt [209], [210],[178]. 
Dadas estas evidencias bibliográficas, es coherente pensar que la 
competición intergénica por los recursos traduccionales sea un fenómeno 
extrapolable a la fase tardía de una infección viral. Incluso, es razonable 
pensar que esta situación se dé de forma aún más exacerbada en el 
escenario viral, pues en la fase tardía pos-infección la producción proteica 
y la explotación de recursos traduccionales alcanzan niveles máximos, 





5.2. Adaptar el grado de optimización de 
los transgenes en adenovirus armados 
en late se traduce en una mejor 
respuesta terapéutica: el ejemplo de la 
hialuronidasa  
La hialuronidasa es una enzima cuya función es hidrolizar las moléculas de 
ácido hialurónico. Dado el alto contenido de ácido hialurónico presente 
en el estroma tumoral, la hialuronidasa reviste interés terapéutico a fin de 
poder remodelar dicho estroma y hacer a las células tumorales más 
accesibles para los tratamientos [69], [189]. En este sentido, VCN 
Biosciences ha desarrollado el virus VCN-01, un adenovirus oncolítico 
que expresa bajo el control del MLP el transgén PH20 (codificante para 
una hialuronidasa humana).  Tomando este virus como referencia, y en 
colaboración con el Dr. Ramon Alemany, en esta tesis hemos estudiado el 
uso de codones del transgén codificante para la hialuronidasa de abeja 
(más potente que la hialuronidasa humana) a fin de obtener un nuevo 
virus terapéutico con eficacia antitumoral mejorada. 
La interferencia de los transgenes altamente optimizados con el fitness 
viral, cuando estos se expresan en la fase tardía del ciclo de replicación del 
virus, se observó también con el transgen hum_BH (CAI 0.958; GC3% 
84.9). No obstante, fue posible rescatar al capacidad replicativa del virus 
recodificando el transgén hum-BH hacia secuencias menos optimizadas: 




En cuanto a la capacidad de expresión del transgén, observamos que, a 
tiempos cortos pos-infección, las células infectadas con los virus HUM-
BH, APIS-BH y ADAPT-BH presentaron niveles de expresión de 
hialuronidasa correlativos al grado de optimización de los transgenes. Así, 
las células infectadas con el virus HUM-BH expresaron más hialuronidasa, 
seguidas de las células infectadas con el virus APIS-BH y luego de las 
células infectadas con el virus ADAPT-BH.  
Sin embargo, tras varios ciclos de replicación, y debido a las diferencias en 
el fitness viral, la capacidad de expresión de hialuronidasa varió. Por una 
parte, observamos que la expresión del transgén hum-bh se perdía, de 
acuerdo con la capacidad replicativa deficiente del virus HUM-BH. Por 
otra parte, observamos que las diferencias de expresión de hialuronidasa 
mostradas a tiempos cortos entre los virus ADAPT-BH y APIS-BH se 
diluían tras varios ciclos de replicación, reflejo de que el virus ADAPT-
BH mostró un ligero mejor fitness viral. Teniendo en cuenta que las 
secuencias apis_BH y adapt_BH solo difieren en un 2%, los resultados 
reflejarían la gran trascendencia del uso de codones de los transgenes 
sobre el fitness viral; sugiriendo que pequeños cambios en el uso de 
codones de los transgenes podrían suponer grandes repercusiones sobre el 
fitness viral. 
La importancia de mantener a lo largo del tiempo un balance adecuado de 
producción viral y de transgén a fin de optimizar el resultado terapéutico 
se mostró en los estudios in vivo. Tanto el virus APIS-BH como el virus 
ADAPT-BH, mostraron, en contraposición al virus HUM-BH, un buen 
control de la progresión tumoral; demostrándose que el beneficio 
terapéutico no estaría supeditado a obtener la mayor expresión posible de 




así, resultaría posible mantener los beneficios terapéuticos derivados tanto 
de la oncolisis del virus como de la actividad del transgén a lo largo de los 
ciclos de replicación viral, y maximizar el beneficio terapéutico.   
La mayor disminución del contenido en ácido hialurónico tumoral 
mediada por los virus APIS-BH y ADAPT-BH, así como la disminución 
del grado de celularidad de los tumores, se presentan como dos ventajas 
terapéuticas de estos virus respecto al virus VCN-01. Dada la potente 
actividad hidrolítica  observada para los virus APIS-BH y ADAPT-BH, es 
posible postular que podrían tener un mayor beneficio terapéutico 
respecto al virus VCN-01 en un tratamiento concomitante con 
quimioterapia, pues facilitarían en mayor medida el acceso del tratamiento 
a las células tumorales. 
 
5.3. La relación entre el uso de codones de 
transgenes expresados en late y el 
fitness adenoviral se postula como un 
concepto universal  
Los adenovirus oncolíticos ofrecen la posibilidad de expresar sistemas 
suicidas de manera oncoselectiva, minimizando la afectación de tejido 
sano. La combinación de oncolisis y citoxicidad mediada por sistemas de 
prodroga-enzimas bioconvertidoras de prodroga suponen una atractiva 
estrategia para abordar el tratamiento de tumores resistentes a los 
tratmientos convencionales. En este sentido, y en colaboración con el Dr. 




transgén codificante para la 2’desoxirribosilnucleósido transferasa de 
Leishmania mexicana (LmPDT) a fin de desarrollar un nuevo virus 
terapéutico. 
Los virus armados en late con los transgenes PDT y PDT_Adapt 
mostraron una relación inversa entre el grado de optimización del 
transgén y la capacidad replicativa del virus, de forma similar a lo que 
habíamos observado anteriormente con los transgenes para GFP y 
hialuronidasa. Así, el virus PDT, armado con el transgén PDT (CAI 0.790; 
GC3% 76.3) presentó menor capacidad replicativa que el virus PDT-
ADAPT, armado con el transgén PDT_Adapt (CAI  0.727; GC3% 37.2). 
Dada la complejidad del sistema terapéutico abordado y aun habiendo 
obtenido unos primeros resultados alentadores, no ha sido posible, 
establecer qué uso de codones del transgén reporta mayor beneficio 
terapéutico global. De hecho, a la luz de los resultados obtenidos, es 
probable que un uso de codones intermedio entre los dos patrones 
estudiados (PDT y PDT_Adapt) suponga la opción más plausible para 
desarrollar un virus con un balance adecuado entre fitness viral y expresión 
de transgén. Así, los resultados animan a profundizar en el estudio de este 
virus terapéutico empleando como estrategia la adaptación del uso de 
codones del transgén codificante para la LmPDT.   
En cualquier caso el ejemplo de los virus PDT nos ilustró de nuevo, con 
un transgén y un esqueleto adenoviral completamente distintos, la relación 
existente entre el contenido GC3 del transgén y su impacto en el fitness 
viral. Todos los estudios en los que comparamos virus armados con el 
mismo transgén pero con distinto grado de optimización, mostraron que 




de expresión inicial y mayor es su impacto sobre el fitness viral. Cabe 
mencionar que la correlación inversa entre el CAI de los transgenes y el 
fitness viral se mostró menos robusta, sugiriendo que el mejor parámetro 
de medida de la optimización para estudiar la compatibilidad de los 
transgenes es su contenido en GC3 (Tabla 5.1).  
El hecho que se observaran efectos similares con virus generados a partir 
de distinto esqueletos virales (Adwt, ICO15K y AdNuPARmE1A) y con 
transgenes con  diferencias de tamaño y función (GFP, hialuronidasa, 
LmPDT) sugiere que el fenómeno de competición intergénica por los 
recursos traduccionales se daría de forma universal en todos los 
adenovirus armados en late.  
Transgén 
Tamaño 
 (pares de bases) 
CAI GC3% 
GFP_opt 720 0,962 96,7 
GFP_DEopt 717 0,809 44,8 
GFP_Adapt1 720 0,860 62,1 
PH20 1476 0,716 35,8 
hum_BH 1149 0,958 84,9 
apis_BH 1149 0,732 70,8 
adapt_BH 1149 0,763 65 
PDT 468 0.790 76.3 
PDT_Adapt 468 0,727 37,2 
 






La universalidad del concepto de la competición intergénica en los 
adenovirus armados en late la avalarían también los adenovirus armados 
en late que encontramos en la bibliografía; en tanto que el grado de 
optimización de los transgenes se correlaciona con los datos de fitness viral 
de la misma manera que muestran nuestros resultados. Así, transgenes 
como la firefly luciferasa [142], [143], la yCD [144], [145], la FUR1 [145], la 
NTR [211] o p14FAST [212], cuyos virus no presentan diferencias en  el 
fitness y/o la citotoxicidad repecto al virus parenteral, muestran en el PCA 
un uso de codones similar al de los genes adenovirales tempranos. Por 
otro lado, el PCA de transgenes como el cBiTE [64] o la TAT8-TK [77], 
que impactan moderadamente sobre el fitness viral cuando se expresan bajo 
el MLP, revela que estos transgenes presentan un uso de codones más 
optimizado que los anteriores y similar al de los genes adenovirales 
tardíos. Finalmente los transgenes armados en late en el adenovirus NG-
641 en fase de ensayos clínico (INF, CXCL10, CXCL9) presentan un uso 
de codones que abarca todo el espectro de los genes adenovirales 
tempranos (Fig. 5.3). 
La ausencia en la bibliografía de resultados con virus armados con 
transgenes altamente optimizados corroboraría también, de forma 
indirecta, nuestros resultados, dado que en muchos casos las publicaciones 







Figura 5.1| Análisis por PCA de los transgenes armados en late en el genoma del 








En resumen, el conjunto de los resultados nos demuestra que existiría un 
margen de patrones de uso de codones más o menos amplio para el 
diseño de adenovirus oncolíticos armados en late. Este margen 
comprendería un uso de codones con GC3% igual o inferior al de la 
media de genes adenovirales tardíos, que excluiría patrones de uso de 
codones más optimizados que los genes adenovirales. Transgenes 
armados en el genoma adenoviral y expresados en fase late, con GC3% 
similares al de los genes virales tempranos no afectarían, o lo harían 
mínimamente, al fitness viral.  
Por otro lado, los transgenes armados en el genoma adenoviral y 
expresados en fase late que presenten un uso de codones similar al de los 
genes adenovirales tardíos afectarían el fitness viral en una proporción 
inversa a su GC3%. No obstante, esta afectación podría ser compensada 
por el beneficio terapéutico que pueda reportar una mayor expresión del 
transgén asociada a su mayor optimización (Fig. 5.2). 
Así dentro de este margen de contenido GC3, el grado de optimización en 
cada caso deberá ser matizado ad-hoc en función de la naturaleza del 
transgén y de los intereses pro-virus o pro-transgén que prevalezcan para 
obtener el mayor beneficio terapéutico. De este modo, transgenes cuyo 
beneficio se obtuviera a dosis bajas, deberían diseñarse con un uso de 
codones sesgado hacia AT3 (similar al de los genes adenovirales 
tempranos) a fin de minimizar al máximo el impacto sobre el fitness viral. 
Por el contrario, transgenes cuyo aporte terapéutico dependiera de 
grandes niveles de expresión deberían diseñarse con un uso de codones 





Figura 5.2 | Resumen gráfico del impacto del uso de codones de transgenes 
armados en el genoma adenoviral bajo el control del MLP. 
 
Cabe considerar también que el aumento de la expresión de los transgenes 
mediado por mecanismos independientes al uso de codones podría tener 
también un impacto negativo sobre el fitness viral. Así, por ejemplo el uso 
de aceptores de splicing más potentes al utilizado en este trabajo, podrían 
suponer un efecto similar al de la optimización, pues un aumento de las 
moléculas de ARNm de transgén resultaría en un aumento de la presión 
competitiva  del éste sobre los genes virales.  
Por otro lado, es coherente pensar que transgenes con un uso de codones 
muy sesgado hacia codones particulares podrían inducir un efecto 
negativo sobre el virus (y sobre los propios tansgenes) sin necesidad de 
que globalmente tuvieran un contenido muy elevado en GC3; pues, tal y 
como apuntan algunos estudios un solo codón excesivamente utilizado 




traduccionales [178]. Así, además de análisis del uso de codones relativo 
por aminoácido (como los PCA ilustrados) debería también contemplarse 
el UCA como parámetro en el diseño de adenovirus oncolíticos armados. 
En este sentido, estudios más profundos sobre en dinaminsmo del pool de 
ARNts en la condición de infección adenoviral podrían también ayudar a 
matizar el impacto real del uso de cada codón particular. 
En su conjunto, este trabajo alude a la necesidad de profundizar en el 
estudio de modelos de expresión génica que contemplen la traducción 
simultánea de moléculas de ARNm, en lugar de focalizarse en la 
traducción de un solo tránscrito aislado [209], [210], [213]–[215]. Los 
modelos de traducción simultáneos son especialmente necesarios en el 
caso de genes altamente expresados – como serían los genes virales-, en 
tanto que el consumo de recursos es mayor [216]. Comprender la 
expresión de los genes virales y los transgenes como un solo conjunto 
pueden aportarnos valiosa información que nos permita en un futuro 








1. El uso de codones de los transgenes armados en adenovirus 
tiene repercusiones distintas sobre el fitness viral en función de 
si éstos se expresan en la fase temprana o en la fase tardía pos-
infección. Mientras que el uso de codones de los transgenes 
expresados en la fase temprana pos-infección no afecta al 
fitness viral, se observa una interferencia sobre la actividad del 
virus cuando éstos se expresan en la fase tardía. 
 
2. El contenido GC3 de los transgenes expresados en la fase 
tardía pos-infección se correlaciona directamente con el 
impacto negativo que éstos refieren sobre el virus.  
 
3. Transgenes controlados bajo el MLP con un contenido en 
GC3 superior al del conjunto de los genes tardíos adenovirales 
(como GFP_opt) impactan de manera negativa sobre la 
expresión de proteínas estructurales y sobre la capacidad 




4. Transgenes altamente optimizados expresados en la fase tardía 
pos-infección (como hum_BH), no son compatibles con una 
buena tasa de oncolisis y una buena eficacia antitumoral. 
 
5. La modulación del contenido de GC3 de transgenes late 
mimetizando a la media de genes adenovirales (como en el 
caso de GFP_Adapt1 o adapt_BH), se postula como una buena 
estrategia para obtener un balance óptimo entre oncolisis y 
expresión de transgén; no obstante, cada caso deberá 
estudiarse de forma particular atendiendo a las características 
propias del transgén. 
 
6. El conjunto de los resultados insta a incorporar el uso de 
codones de los transgenes terapéuticos (en términos de uso 
relativo y uso absoluto) como parámetro a considerar en el 
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Tabla 1. Cebadores usados en qPCR 
































Tabla 2. Cebadores para la modificación del plásmidos miRVec y pcDNA 3.1+/N-HA 









Fw_ EcoRI _PDTadapt TATGCGAATTCTTATGGAGTAAGATGATGTTCTAC 










Tabla 3.  Cebadores para la modificación de plásmidos según el sistema pAdZ 

















E4 miARN cua Fw 
GAAAACTACAATTCCCAACACATACAAGTTACTCCGCCCTAACTTTTATTTTATCGAATCT
GC 
E4 miARN cua Rv CGTGGCGCGGGGCGTGGGAACGGGGCGGGTGACGTAGGTTACATTGATTATTGACTAG 
5 
RpsLN 3’ Fibra testar Fw ACTGCCAAAAGTAACATTGTCAGTCAAG 
RpsLN 3’ Fibra testar Rv GATGAGCGTTTGGCTCGACAGG 
6 
Step 3/4 Fw CCAGAAACGAAAGCCAAAAA 
Step 3/4 Rv  TAATGAGGGGGTGGAGTTTG 







 Tabla 4. gBlocks® Gene Fragments 










































































































Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la técnica Western Blot 
Anticuerpos primarios 
Nombre del anticuerpo Casa Comercial Referencia Dilución Condiciones de hibridación 
Anti- Adenovirus type 5 
(dirigido contra la cápside 
adenoviral) 
Abcam Ab6982 1/1.000 1h TA 
Anti-Adenovirus fiber trimer [2A6] 
(dirigido contra la fibra adenovrial) 
GeneTex GTX23232 1/1.000 ON 4ºC 
Anti-GAPDH Merck Millipore ABS16 1/10.000 1h TA/ ON 4ºC 
Anticuerpos secundarios 
Polyclonal rabbit anti-mouse 
Immunoglobulin HRP-conjugated 
DAKO P0260 1/2000 1h TA 
Polyclonal goat anti-rabbit 
Immunoglobulin HRP-conjugated 







Tabla 6. Resumen de las construcciones AdZ 
Origen del fragmento 
recombinante 
BAC original BAC resultante Adenovirus generado 
miRVec_GFP_opt AdZ_Adwt_E4_rpsL-neo_ITR AdZ_Adwt_E4_GFP_opt_ITR Adwt_GFP_opt_early 
miRVec_GFP_DEopt 
AdZ_Adwt_E4_rpsL-neo_ITR AdZ_Adwt_E4_GFP_DEopt_ITR Adwt_GFP_DEopt_early 
AdZ_Adwt_F_rpsL-neo_E4 AdZ_Adwt_F_GFP_DEopt_E4 Adwt_GFP_DEopt_late 
gBlock®  GFP_Adapt1 AdZ_Adwt_F_rpsL-neo_E4 AdZ_Adwt_F_GFP_Adapt_E4 Adwt_GFP_Adapt_late 
gBlock® Apis_mellifera AdZ_ICO15K_F_rpsL-neo_E4 AdZ_ICO15K_F_APIS_E4 APIS-BH 
gBlock® 
Apis_mellifera_adapt 


















8.2. Alineamientos de secuencias 
8.2.1. Alineamiento nucleotídico de los genes GFP_opt y 
GFP_DEopt 
 
GFP_opt        ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGAC 60 
GFP_DEopt      ---ATGAGCAAGGGAGAAGAACTCTTTACTGGTGTTGTCCCAATTCTGGTTGAGCTGGAT 57 
                   ********** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** ********  
 
GFP_opt        GGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTAC 120 
GFP_DEopt      GGTGATGTGAATGGCCACAAATTCTCTGTGTCTGGTGAAGGTGAAGGAGATGCAACTTAT 117 
               ** ** ** ** ******** ***   ***** ** ** ** ** ** ***** ** **  
 
GFP_opt        GGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 180 
GFP_DEopt      GGAAAGCTGACTCTGAAGTTCATTTGTACAACAGGAAAGCTGCCAGTGCCTTGGCCAACT 177 
               ** ******** *********** ** ** ** ** ******** ***** ***** **  
 
GFP_opt        CTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAG 240 
GFP_DEopt      CTGGTGACCACCCTGACTTATGGTGTTCAATGTTTCAGCAGGTACCCTGACCACATGAAG 237 
               ** ************** ** ** ** ** ** ****** * ***** ************ 
 
GFP_opt        CAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC 300 
GFP_DEopt      CAGCATGACTTCTTTAAATCTGCAATGCCAGAAGGTTATGTTCAGGAGAGGACAATCTTC 297 
               ***** ******** ** ** ** ***** ***** ** ** ****** * ** ****** 
 
GFP_opt        TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTG 360 
GFP_DEopt      TTTAAGGATGATGGAAATTATAAGACAAGGGCAGAAGTGAAGTTTGAAGGTGATACACTG 357 
               ** ***** ** ** ** ** *****  * ** ** ******** ** ** ** ** *** 
 
GFP_opt        GTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCAC 420 
GFP_DEopt      GTTAACAGAATTGAGCTGAAAGGCATTGATTTTAAGGAAGATGGAAACATTCTGGGTCAC 417 
               ** *** * ** ******** ***** ** ** ***** ** ** ***** ***** *** 
 
GFP_opt        AAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAAC 480 
GFP_DEopt      AAGCTGGAGTACAACTATAATTCTCACAATGTTTACATTATGGCAGATAAGCAGAAGAAT 477 
               ***************** **    ***** ** ** ** ***** ** ***********  
 
GFP_opt        GGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCC 540 
GFP_DEopt      GGAATTAAGGTTAATTTCAAGATTAGACACAACATTGAGGATGGATCTGTCCAACTGGCA 537 
               ** ** ***** ** ********  * ******** ***** **    ** ** ** **  
 
GFP_opt        GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCAC 600 
GFP_DEopt      GACCATTACCAGCAGAACACCCCTATTGGTGATGGCCCAGTTCTCCTCCCAGATAATCAC 597 
               ***** ***************** ** ** ** ***** ** ** ** ** ** ** *** 
 
GFP_opt        TACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTC 660 
GFP_DEopt      TATCTCCGCACTCAATCTGCTCTGTCCAAAGACCCTAATGAGAAAAGAGACCACATGGTC 657 
               ** **  **** ** ** ** ***  ********* ** *****  * ** ********* 
 
GFP_opt        CTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA 720 
GFP_DEopt      CTCCTGGAGTTTGTGACAGCAGCAGGAATTACTCTGGGAATGGATGAGCTGTACAAGTAA 717 









EGFP      MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT 60 
GFP_DEOPT -MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT 59 
           :********************************************************** 
 
EGFP      LVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL 120 
GFP_DEOPT LVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL 119 
          ************************************************************ 
 
EGFP      VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLA 180 
GFP_DEOPT VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLA 179 
          ************************************************************ 
 
EGFP      DHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 239 
GFP_DEOPT DHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLRTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 238 
          ********************** ************************************* 
8.2.3. Alineamiento aminoacídico de los genes PH20 y 
hum_BH 
PH20    MGVLKFKHIFFRSFVKSSGVSQIVFTFLLIPCCLTLNFRAPPVIPNVPFLWAWNAPSEFC 60 
hum_BH  ------------------MSRPLVITEGMMIG--VLLMLAP--------INALLLGFVQS 32 
                               * *         *   **          *         
 
PH20    LGKFDEPLDMSLFSFIGSPRINATGQGVTIFYVDRLGYYPYIDSITGVTVNGGIPQKISL 120 
hum_BH  TPDN-----NKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLRFEEVSEKYGILQNWMDKFRGEEIAILY 87 
                               *                *           *    *   
 
PH20    QDHLDKAKKDITFYMPVDNLGMAVIDWEEWRPTWARNWKPKDVYKNRSIELVQQQNVQLS 180 
hum_BH  DPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLG---NLTKHLQVFRDHLI---------------- 128 
              *         *   *           *                            
 
PH20    LTEATEKAKQEFEKAGKDFLVETIKLGKLLRPNHLWGYYLFPDCYNHHYKKPGYNGSCFN 240 
hum_BH  ----NQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRQNWASLQPYKKLSVEVV-RREHPFWDDQRVEQ 183 
                   *   *                       *                     
 
PH20    VEIKRNDDLSWLWNESTALYPSIYLNTQQSPVAATLYVRNRVREAIRVSKIPDAKSPLPV 300 
hum_BH  EAKRRFEKYGQLFMEETLKA------AKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPN----QPSAQC 233 
            *      *  * *               **                           
 
PH20    FAYTRIVFTDQVLKFLSQDELVYTFGETVALGASGIVIWGTLSIMRSMKSCLLLDNYMET 360 
hum_BH  EATTMQENDKMSWLFES-EDVLLPSVYLRWNLTSGE-RVGLVGGR---VKEALRIARQMT 288 
         * *          * *                **    *            *      * 
 
PH20    ILNPYIINVTLAAKMCSQVLCQEQGVCIRKNWNSSDYLHLNPDNFAIQLEKGGKFTVRGK 420 
hum_BH  ---------TSRKKVLPYYWY------------KYQDRRDTDLSRADLEATLRKITDLGA 327 





PH20    PTLEDLEQFSEKFYCSCYSTLSCKEKADVKDTDAVDVCIADGVCIDAFLKPPMETEEPQI 480 
hum_BH  DGFIIWGSSDD-----INTKAKCLQFREYLNNEL---GPAVKRIALNNNANDRLTVDVSV 379 
                              *                *              *      
 
PH20    FYNASPSTLSA* 491 
hum_BH  DQV*-------- 382 
8.2.4. Alineamiento nucleotídico de los genes hum_BH y 
apis_BH 
 
hum_BH   ATGAGCAGACCCCTGGTGATCACCGAGGGCATGATGATCGGCGTGCTGCTGATGCTGGCC 60 
apis_BH  ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60 
         ***    * ** ** ******** ** ** ******** ** *** **** ***** *** 
 
hum_BH   CCTATCAACGCCCTGCTGCTGGGCTTTGTGCAGAGCACTCCCGACAACAACAAGACCGTG 120 
apis_BH  CCGATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCCGACAACAACAAAACCGTA 120 
         ** ** *****  *  * ** ***** ** ******** ************** *****  
 
hum_BH   CGCGAGTTTAACGTGTACTGGAACGTGCCCACCTTCATGTGCCACAAGTACGGCCTGCGC 180 
apis_BH  CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCCACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGG 180 
             ** ***** ***** ******************** ******** ** ***** ** **  
 
hum_BH   TTTGAGGAGGTGAGCGAGAAGTACGGCATCCTGCAGAACTGGATGGACAAGTTTCGCGGA 240 
apis_BH  TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC 240 
         ** ** ** **    ***** ** ** ** ** ************** ******** **  
 
hum_BH   GAGGAGATTGCCATCCTGTACGACCCTGGCATGTTTCCCGCTCTGCTGAAGGATCCCAAC 300 
apis_BH  GAGGAGATCGCGATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCGGCGTTGCTGAAAGACCCGAAT 300 
         ******** ** ***** *********** ***** ** **  ******* ** ** **  
 
hum_BH   GGCAACGTGGTGGCTCGCAACGGAGGCGTGCCTCAGCTGGGCAACCTGACCAAGCACCTG 360 
apis_BH  GGGAACGTGGTGGCGAGGAACGGCGGTGTCCCGCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG 360 
         ** ***********  * ***** ** ** ** ** ******** ** ******** *** 
 
hum_BH   CAGGTGTTTCGCGACCACCTGATCAACCAGATTCCCGACAAGAGCTTTCCCGGAGTGGGC 420 
apis_BH  CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCGGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG 420 
         ** ** ***** ****** ******* ***** ** ******   ******** *****  
 
hum_BH   GTGATCGACTTTGAGAGCTGGAGACCCATCTTTCGCCAGAACTGGGCTAGCCTGCAGCCC 480 
apis_BH  GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCGATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT 480 
         ******** ** ** ** ***** ** ** **  * ***********   *** *****  
 
hum_BH   TACAAGAAGCTGAGCGTGGAGGTGGTGCGCAGAGAGCACCCTTTCTGGGACGACCAGCGC 540 
apis_BH  TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG 540 
         ******** ***  *** ******** *** * ***** ** *********** *** *  
 
hum_BH   GTGGAGCAGGAGGCCAAGAGACGCTTTGAGAAGTACGGCCAGCTGTTCATGGAGGAGACC 600 
apis_BH  GTGGAGCAGGAGGCGAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG 600 
         ************** **  ** * ** ***** ***** ***** **************  
 
hum_BH   CTGAAGGCAGCCAAGCGCATGAGACCTGCTGCCAACTGGGGCTACTACGCCTACCCTTAC 660 
apis_BH  TTGAAAGCGGCGAAACGGATGAGGCCGGCCGCCAATTGGGGATACTACGCCTACCCTTAT 660 





hum_BH   TGCTACAACCTGACTCCCAACCAGCCCAGCGCCCAGTGCGAGGCCACTACCATGCAGGAG 720 
apis_BH  TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCGAGCGCCCAATGCGAAGCGACCACCATGCAGGAG 720 
         ******** ***** ** ** ***** ******** ***** ** ** ************ 
 
hum_BH   AACGACAAGATGAGCTGGCTGTTTGAGAGCGAGGACGTGCTGCTGCCCAGCGTGTACCTG 780 
apis_BH  AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCGTCCGTTTACTTG 780 
         ***** ** ***   ******** ***   ** ***** ** ** **   *** *** ** 
 
hum_BH   CGCTGGAACCTGACCAGCGGCGAGCGCGTTGGACTGGTTGGAGGACGCGTGAAGGAGGCC 840 
apis_BH  AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCG 840 
          * ***** ***** ********  * ** ** ***** ** ** **************  
 
hum_BH   CTGAGAATTGCCAGACAGATGACCACTAGCCGCAAGAAGGTGCTGCCCTACTACTGGTAC 900 
apis_BH  TTGAGAATAGCGAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC 900 
          ******* ** ** ** ***** ** *** * ******** ** ** ** ********* 
 
hum_BH   AAGTACCAGGACAGACGCGACACCGACCTGAGCAGAGCCGACCTGGAAGCCACTCTGCGC 960 
apis_BH  AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA 960 
         ** ** *****  ** * ***** **  ******* ** ***** ** ** *** * **  
 
hum_BH   AAGATCACCGACCTGGGAGCTGACGGCTTCATCATCTGGGGCAGCAGCGACGACATCAAC 1020 
apis_BH  AAAATCACGGACCTCGGCGCCGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC 1020 
         ** ***** ***** ** ** ***** ******** ***** **   ****** ** *** 
 
hum_BH   ACCAAGGCCAAGTGCCTGCAGTTTCGCGAGTACCTGAACAACGAGCTTGGACCTGCCGTG 1080 
apis_BH  ACGAAGGCGAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCCGTT 1080 
         ** ***** ******** ** **  * ** *************** * ** ********  
 
hum_BH   AAGCGCATTGCCCTGAACAACAACGCCAACGACAGACTGACCGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140 
apis_BH  AAACGAATCGCGTTGAACAACAACGCGAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140 
         ** ** ** **  ************* *****  ******* ****************** 
 
hum_BH   CAGGTGTAA 1149 
apis_BH  CAAGTGTGA 1149 
         ** **** * 
 
8.2.5. Alineamiento nucleotídico de los genes apis_BH y 
adapt_BH 
apis_BH   ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60 
adapt_BH  ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60 
          ************************************************************ 
 
apis_BH   CCGATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCCGACAACAACAAAACCGTA 120 
adapt_BH  CCAATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCTGACAACAACAAAACCGTA 120 
          ** ************************************** ****************** 
 
apis_BH   CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCCACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGG 180 
adapt_BH  CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCAACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGG 180 





apis_BH   TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC 240 
adapt_BH  TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC 240 
          ************************************************************ 
 
apis_BH   GAGGAGATCGCGATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCGGCGTTGCTGAAAGACCCGAAT 300 
adapt_BH  GAGGAGATCGCTATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCTGCTTTGCTGAAAGACCCGAAT 300 
          *********** ************************** ** ****************** 
 
apis_BH   GGGAACGTGGTGGCGAGGAACGGCGGTGTCCCGCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG 360 
adapt_BH  GGGAACGTGGTGGCAAGGAACGGCGGTGTCCCCCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG 360 
          ************** ***************** *************************** 
 
apis_BH   CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCGGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG 420 
adapt_BH  CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCAGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG 420 
          *********************************** ************************ 
 
apis_BH   GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCGATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT 480 
adapt_BH  GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCCATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT 480 
          ************************** ********************************* 
 
apis_BH   TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG 540 
adapt_BH  TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG 540 
          ************************************************************ 
 
apis_BH   GTGGAGCAGGAGGCGAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG 600 
adapt_BH  GTGGAGCAGGAGGCAAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG 600 
          ************** ********************************************* 
 
apis_BH   TTGAAAGCGGCGAAACGGATGAGGCCGGCCGCCAATTGGGGATACTACGCCTACCCTTAT 660 
adapt_BH  TTGAAAGCAGCAAAACGGATGAGGCCAGCTGCTAATTGGGGATACTACGCCTACCCGTAT 660 
          ******** ** ************** ** ** *********************** *** 
 
apis_BH   TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCGAGCGCCCAATGCGAAGCGACCACCATGCAGGAG 720 
adapt_BH  TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCCAGCGCTCAATGCGAAGCTACCACCATGCAGGAG 720 
          ************************** ***** *********** *************** 
 
apis_BH   AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCGTCCGTTTACTTG 780 
adapt_BH  AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCATCCGTTTACTTG 780 
          *********************************************** ************ 
 
apis_BH   AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCG 840 
adapt_BH  AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCC 840 
          ***********************************************************  
 
apis_BH   TTGAGAATAGCGAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC 900 
adapt_BH  TTGAGAATAGCAAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC 900 
          *********** ************************************************ 
 
apis_BH   AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA 960 
adapt_BH  AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA 960 
          ************************************************************ 
 
apis_BH   AAAATCACGGACCTCGGCGCCGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC 1020 
adapt_BH  AAAATCACGGACCTCGGCGCTGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC 1020 
          ******************** *************************************** 
 
apis_BH   ACGAAGGCGAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCCGTT 1080 
adapt_BH  ACGAAGGCTAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCTGTT 1080 






apis_BH   AAACGAATCGCGTTGAACAACAACGCGAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140 
adapt_BH  AAACGAATCGCTTTGAACAACAACGCTAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140 
          *********** ************** ********************************* 
 
apis_BH   CAAGTGTGA 1149 
adapt_BH  CAAGTGTGA 1149 
          ********* 
 
8.2.6. Alineamiento aminoacídico de los genes codificantes 
para la hialuronidasa de abeja 
hum_BH    MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLR 60 
apis_BH   MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLR 60 
adapt_BH  MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLR 60 
          ************************************************************ 
 
hum_BH    FEEVSEKYGILQNWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120 
apis_BH   FEEVSEKYGILQNWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120 
adapt_BH  FEEVSEKYGILQNWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120 
          ************************************************************ 
 
hum_BH    QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRQNWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180 
apis_BH   QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRQNWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180 
adapt_BH  QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRQNWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180 
          ************************************************************ 
 
hum_BH    VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240 
apis_BH   VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240 
adapt_BH  VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240 
          ************************************************************ 
 
hum_BH    NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300 
apis_BH   NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300 
adapt_BH  NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300 
          ************************************************************ 
 
8.2.7. Alineamiento nucleotídico de los genes PDT y 
PDT_Adapt 
PDT        ATGCCCGCTCCAAAGACCATCTACATTGCCGGCCCCGCTGTGTTCCACCCCGACAACGGC 60 
PDT_Adapt  ATGCCTGCTCCAAAAACTATTTACATTGCCGGTCCAGCTGTTTTTCACCCTGACAATGGA 60 






PDT        GAGGCGTACTACAACAATGTACGTGCACTGATGAAGGGGAAGGATGTGGTACCACTCATT 120 
PDT_Adapt  GAAGCCTATTACAACAATGTACGCGCATTGATGAAGGGTAAAGATGTTGTGCCTCTTATA 120 
           ** ** ** ************** *** ********** ** ***** ** ** ** **  
 
 
PDT        CCAACGGACAACATCGCCACCGGCGCAGTGAACATCCGCAACAAGAACATTGACATGATC 180 
PDT_Adapt  CCAACTGACAACATTGCCACAGGAGCTGTTAACATAAGAAATAAAAATATTGACATGATA 180 
           ***** ******** ***** ** ** ** *****  * ** ** ** ***********  
 
PDT        CGGGCGTGCGACGCCATCATCGCCGACCTCTCCCCGTTCCGCTCCAAGGAGCCCGACTGC 240 
PDT_Adapt  CGCGCATGTGATGCTATTATAGCCGACCTATCTCCTTTTAGATCCAAAGAGCCCGATTGT 240 
           ** ** ** ** ** ** ** ******** ** ** **  * ***** ******** **  
 
PDT        GGAACCGCCTTCGAGCTCGGCTACGCGGCGGCGCTCGGGAAGGTCCTGCTGACTTTTTCC 300 
PDT_Adapt  GGCACCGCCTTTGAACTCGGCTATGCTGCCGCCCTGGGTAAAGTGCTACTAACTTTTTCA 300 
           ** ******** ** ******** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ********  
 
PDT        ACTGACACGCGGCCCATGGTGGAAAAATACGGTAGTGAGATGGCAGATGGCCTTTCCGTC 360 
PDT_Adapt  ACAGACACAAGACCGATGGTCGAAAAGTACGGGAGTGAAATGGCGGATGGCCTCTCAGTT 360 
           ** *****  * ** ***** ***** ***** ***** ***** ******** ** **  
 
PDT        GAGAACTTTGGACTGCCGTTCAACCTAATGCTGCACGACGGAACGGACGTGTTCGATTCC 420 
PDT_Adapt  GAAAACTTTGGTTTGCCCTTCAACCTAATGCTTCACGACGGAACCGATGTTTTTGATAGC 420 
           ** ********  **** ************** *********** ** ** ** ***  * 
 
PDT        TTTGAGGCCGCCTTTGCCTATTTCGTTGAGCACCACCTTACCCCGTAA 468 
PDT_Adapt  TTTGAGGCCGCATTTGCCTATTTTGTAGAACATCATCTTACTCCATAA 468 
           *********** *********** ** ** ** ** ***** ** *** 
 
8.2.8. Alineamiento aminoacídico de los genes PDT y 
PDT_Adapt 
 
PDT        MPAPKTIYIAGPAVFHPDNGEAYYNNVRALMKGKDVVPLIPTDNIATGAVNIRNKNIDMI 60 
PDT_Adapt  MPAPKTIYIAGPAVFHPDNGEAYYNNVRALMKGKDVVPLIPTDNIATGAVNIRNKNIDMI 60 
           ************************************************************ 
 
PDT        RACDAIIADLSPFRSKEPDCGTAFELGYAAALGKVLLTFSTDTRPMVEKYGSEMADGLSV 120 
PDT_Adapt  RACDAIIADLSPFRSKEPDCGTAFELGYAAALGKVLLTFSTDTRPMVEKYGSEMADGLSV 120 
           ************************************************************ 
 
PDT        ENFGLPFNLMLHDGTDVFDSFEAAFAYFVEHHLTP* 155 
PDT_Adapt  ENFGLPFNLMLHDGTDVFDSFEAAFAYFVEHHLTP* 155 
           ************************************ 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
